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1. EINLEITUNG 
Embryonale Stammzellen (ESCs) besitzen drei einzigartige Fähigkeiten: sie sind pluripotent, 
sie sind zur Selbsterneuerung befähigt, und damit unbegrenzt vermehrbar und sie sind relativ 
einfach genetisch zu manipulieren. Diese Fähigkeiten lassen ESCs daher als Spenderquelle 
für Zellersatzstrategien im Zentralnervensystem (ZNS) sehr attraktiv erscheinen. Wichtige 
Grundvoraussetzungen für die Verwendung von ESCs und den davon abgeleiteten 
Populationen sind eine hohe Reinheit der verwendeten gewebespezifischen Zellpopulationen 
und deren Fähigkeit, funktionell in das Empfängergewebe zu integrieren. 
 
1.1 Stammzellen 
Durch ihre Fähigkeit zur Selbsterneuerung sind Stammzellen eine wesentliche Grundlage 
sowohl für die Entwicklung von Geweben und Organen als auch für die 
Regenerationsfähigkeit zahlreicher Organe. Der Selbsterneuerung kann eine asymmetrische 
Zellteilung oder eine symmetrische Zellteilung zugrunde liegen (Abb. 1.1). 
 
 
Abb. 1.1: Selbsterneuerung von Stammzellen. 
Stammzellen sind in der Lage sich asymmetrisch und symmetrisch zu teilen. Bei der asymmetrischen Zellteilung 
entsteht eine Stammzelle sowie eine differenzierte Tochterzelle. Die symmetrische Zellteilung kann zu zwei 
neuen Stammzellen oder zu zwei differenzierten Tochterzellen führen, wobei bei Letzteren das 
Selbsterneuerungspotential verloren geht. 
 
Bei der asymmetrischen Teilung kommt es zur Generierung einer Tochterzelle mit 
Stammzelleigenschaften sowie einer differenzierten Tochterzelle, die symmetrische Teilung 
hingegen bringt zwei Tochterzellen mit Stammzelleigenschaften hervor (Molofsky et al., 
2004). Die symmetrische Teilung einer Stammzelle in zwei differenzierte Tochterzellen führt 
zum Verlust des Selbsterneuerungspotentials. 
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Die Befähigung zur Differenzierung ist ein weiteres entscheidendes Kennzeichen einer 
Stammzelle. Als totipotent wird eine Zelle bezeichnet, die das Potential besitzt, auf der 
Grundlage von Selbsterneuerung und Differenzierung einen vollständigen Organismus zu 
generieren. Dazu sind nur die befruchtete Eizelle (Zygote), sowie der frühe Embryo bis hin 
zum 8-Zell-Stadium (Blastomere) befähigt. Pluripotente Stammzellen hingegen sind 
ausschließlich in der Lage, in Zellen aller drei Keimblätter, demnach in alle somatischen 
Zelltypen, zu differenzieren (Abb. 1.2). 
 
 
Abb. 1.2: Stammzellhierarchie. 
Totipotente Zellen sind in der Lage, einen vollständigen Organismus hervorzubringen. Pluripotente Zellen 
können sich zu allen somatischen Zelltypen entwickeln, während multipotente Zellen nur noch zu Zelltypen 
eines bestimmten Organs ausdifferenzieren können. 
 
Das Differenzierungspotential somatischer Stammzellen hingegen ist noch weiter 
eingeschränkt. Solche multipotenten Zellen können nur in Zelltypen des Keimblatts 
differenzieren, dem sie selbst zugehören. ESCs sind pluripotent (Bradley et al., 1984) und 
leicht für genetische Veränderungen zugänglich. Im Jahre 1981 wurden ESCs erstmals aus 
der Maus isoliert (Evans und Kaufman, 1981; Martin, 1981). Mittlerweile liegen ESCs aus 
einer Reihe von Spezies vor (Graves et al., 1993; Iannaccone et al., 1994; Pain et al., 1996; 
Thomson et al., 1995; Wheeler, 1994). James A. Thomson gelang es im Jahre 1998 als erster 
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1.1.1 Embryonale Stammzellen 
Pluripotente ESCs werden aus der inneren Zellmasse (ICM) der Blastozyste gewonnen (Solter 
et al., 1978), die sich etwa 5 Tage nach der Befruchtung aus der Zygote bildet (Gilbert, 2003) 
(Abb. 1.3). Die isolierte Zellmasse wird in Gegenwart sogenannter Feeder-Zellen kultiviert. 
Bei den Feeder-Zellen handelt es sich meist um primäre, mitotisch inaktivierte embryonale 
Fibroblasten der Maus, die über die Sekretion von Wachstumsfaktoren und den Zell-Zell-




Abb. 1.3: Gewinnung von ESCs aus der Blastozyste 
Zur Gewinnung von ESCs wird die innere Zellmasse einer Blastozyste isoliert. Dabei wird das Trophektoderm 
des Embryos mit einer Kombination aus Antikörpern und Komplement lysiert (Immunosurgery; Solter und 
Knowles, 1975). Die innere Zellmasse bleibt dabei intakt und wird anschließend auf mitotisch inaktiven 
Mausfibroblasten kultiviert (verändert nach: National Institutes of Health, 2001). 
 
Da hESCs eine unlimitierte Quelle für die Gewinnung aller Zelltypen des adulten Organismus 
darstellen, bieten sie eine vielversprechende Grundlage für den Einsatz in der regenerativen 
Medizin. Im Hinblick auf spätere Transplantationen der generierten hESCs weist die oben 
beschriebene Methode ein wesentliches Manko auf. Würden die aus diesen hESCs 
differenzierten Zelltypen auf einen immunologisch nicht identischen Empfänger übertragen, 
was einer allogenen Transplantation der Zellen entspricht, würde dies zu immunologischen 
Abwehrreaktionen führen. Diese Abwehrreaktionen könnten zwar über Immunsuppression 
unterbunden werden, allerdings wäre eine weitaus elegantere Methode die Generierung von 
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immunologisch gleichen, sog. autologen Zelltypen. Eine Möglichkeit autologe ESCs zu 
gewinnen, ist der Kerntransfer. Der Nukleus einer somatischen Zelle wird hierbei in eine 
entkernte Oozyte transferiert. Aus der ICM der sich entwickelnden Blastozyste könnten nun 
ESCs generiert werden, deren Kerngenom mit dem des Donors übereinstimmt (Stojkovic et 
al., 2005). Dadurch würden die immunologischen Abwehrreaktionen, die normalerweise bei 
der Transplantation fremder somatischen Zellen auftreten, umgangen. Das sog. therapeutische 
Klonen ist jedoch ethisch umstritten. Eine weitere ethisch unbedenkliche Methode zur 
Gewinnung von autologen und patientenspezifischen ESCs ist die Generierung sog. 
induzierter pluripotenter Stammzellen (IPSCs; siehe 1.1.3). Auch die Gewinnung 
pluripotenter Stammzellen aus adulten spermatogonialen Stammzellen könnte ein alternatives 
Verfahren sein (Guan et al., 2006; Seandel et al., 2007; Conrad et al., 2008; Golestaneh et al., 
2008; Kossack et al., 2009). 
 
1.1.2 Adulte Stammzellen 
Hoch regenerative Gewebe wie die Haut oder der Darm erfordern die Existenz von 
Stammzellen im adulten Organismus, damit während der gesamten Lebensspanne die 
Gewebefunktionen aufrechterhalten werden können. Auch aus Geweben wie dem ZNS, von 
dem lange angenommen wurde, dass es keinerlei Selbsterneuerungsfähigkeit besitzt, konnten 
adulte Stammzellen isoliert werden (Gage et al., 1995a; Uchida et al., 2000). Somatische oder 
gewebespezifische Stammzellen wurden für lange Zeit in der Literatur mit einem nur 
geringen Differenzierungspotential beschrieben. In jüngerer Zeit wurde jedoch die Meinung, 
dass somatische Stammzellen in ihrer Differenzierung die Keimblattgrenze nicht 
überschreiten können, in Frage gestellt (Brazelton et al., 2000; Mezey et al., 2000; Tsai et al., 
2002). Die Differenzierung über die Keimblattgrenze hinaus bezeichnet man als 
Transdifferenzierung (Tsai et al., 2002). So wurde in der Literatur berichtet, dass Zellen des 
adulten ZNS sowie Zellen der Skelettmuskulatur in hämatopoetische Zellen 
transdifferenzieren können. Hierbei muss aber angemerkt werden, dass diese Zellen 
möglicherweise aus einer Zellfusion resultieren, bei der tetraploide, chimäre Zellen 
entstanden sein könnten, die spezifische Marker der beiden Zelltypen exprimieren, aus denen 
sie hervorgegangen sind (Alvarez-Dolado et al., 2003; Terada et al., 2002; Ying et al., 2002). 
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1.1.3 Induzierte pluripotente Stammzellen 
Bis vor kurzem wurde angenommen, dass wie die Ontogenese, d.h. die vollständige 
Entwicklung eines Organismus aus einer befruchteten Eizelle, auch die Differenzierung einer 
Zelle nicht umkehrbar sei. Dieses Dogma wurde jedoch im Jahre 2006 durch die 
Reprogrammierung somatischer Zellen widerlegt. Im Labor von Yamanaka wurden die ersten 
sogenannten induzierten pluripotenten Stammzellen (iPSCs) hergestellt (Takahashi et al., 
2006). Durch die ektopische Expression von vier Transkriptionsfaktoren (Oct4, Sox2, c-myc 
und Klf4) unter Verwendung retroviraler Vektoren wurden Fibroblasten der Maus 
reprogrammiert. Solche Zellen befinden sich nach der Reprogrammierung in einem ähnlichen 
Zustand wie während der frühen Embryonalentwicklung und haben die Fähigkeit 
wiedererlangt, sich in jeden Zelltyp zu differenzieren. Sie ähneln den ESCs in vielen 
Eigenschaften, aber in wie weit die iPSCs in allen Eigenschaften mit natürlichen Stammzellen 
übereinstimmen, gilt noch zu klären. Erste Studien bezüglich des Genexpressionsprofils von 
iPSCs machen deutlich, dass sie sich von ESCs unterscheiden und als eine Subpopulation von 
pluripotenten Zellen betrachtet werden müssen (Chin et al., 2009). So konnten Stadtfeld et al. 
(2010) erst kürzlich zeigen, dass sich das Genexpressionsprofil muriner iPSCs von dem 
muriner ESCs dahingegen unterscheidet, dass der Dlk1-Dio3 Gencluster abweichend 
stillgelegt war. Übereinstimmend mit der Rolle des Genclusters während der Entwicklung 
waren die aus diesen iPSCs gebildeten Chimären in ihrer Entwicklung gestört. Durch die 
Verwendung eines Histondeacetylase-Inhibitors zur Reaktivierung dieses Genlokus konnte 
dieser Effekt aufgehoben werden. Weitere vergleichende Studien stehen jedoch noch aus. Die 
ersten generierten iPSCs waren nicht in der Lage, nach der Injektion in die Blastozyste eines 
Mausembryos eine lebende Chimäre zu erzeugen. Dies gelang der Arbeitsgruppe um 
Yamanka erst Mitte 2007 zeitgleich mit zwei weiteren Arbeitsgruppen (Okita et al., 2007; 
Maherali et al., 2007; Wernig et al., 2007). Schließlich gelang es mehreren Arbeitsgruppen 
unabgängig voneinander, humane somatiche Zellen zu reprogrammieren (Takahashi et al., 
2007; Yu et al., 2007), die in der Lage waren, Zellen aller drei Keimblätter zu bilden. 
Während Yamanaka und sein Team eine retrovirale Transduktion der vier 
Transkriptionsfaktoren Oct4, Sox2, c-myc und Klf4 verwendeten (Takahashi et al., 2007), 
gelang Yu et al. eine Reprogrammierung von somatische Zellen durch die lentivirale 
Expression von Oct4, Sox2, Nanog und Lin28 (Yu et al., 2007). Die Effizienz der 
Reprogammierung wurde durch den Verzicht auf das Onkogen c-myc deutlich herabgesetzt. 
Momentan lassen sich Zellen aus unterschiedlichen Geweben erfolgreich zur Pluripotenz 
umprogrammieren (Aasen et al., 2008; Aoi et al., 2008; Eminli et al., 2008; Stadtfeld et al., 
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2008; Hanna et al., 2008). Die Effizienz der auf Retroviren basierenden Reprogrammierung 
konnte durch die Zugabe von chemischen Faktoren deutlich erhöht werden (Huangfu et al., 
2008; Shi et al. 2008). 
In Hinblick auf die klinische Anwendbarkeit von iPSCs ist es jedoch notwendig humane 
iPSCs (hiPSC) ohne den Einsatz von Vektoren retroviralen Ursprungs herzustellen. Die 
rasante Forschung an iPSCs führte zunächst dazu, dass Adenoviren statt Retroviren als 
Vektoren zum Einsatz kamen (Stadtfeld et al., 2008). Des Weiteren wurden einfache 
Plasmide verwendet um die zur Reprogrammierung erforderlichen Gene in die Zelle 
einzubringen, ohne das Genom der Empfängerzelle zu verändern (Okita et al., 2008). Erst vor 
kurzem gelang es Forschern iPSCs durch das Einbringen von rekombinanten Proteinen zu 
erzeugen (Zhou et al., 2009). Ein Nachteil dieser alternativen Methoden ist jedoch die weitaus 
geringere Effizienz im Vergleich zur ursprünglichen Methode der retroviralen Transduktion 
der Pluripotenzgene. 
Die iPSCs weisen zwei wesentliche Vorteile im Vergleich zu ESCs auf: zum einen treten bei 
ihrer Herstellung ethische Konflikte in den Hintergrund und zum anderen können mit ihrer 
Hilfe Patienten-spezifische Zellen hergestellt werden (Park et al., 2008). Solche Patienten-
spezifische Stammzellen haben über ihr regeneratives Potenzial hinaus noch eine besondere 
Bedeutung für die Erforschung menschlicher Krankheiten. So ermöglicht die in vitro Kultur 
von Patienten-spezifischen iPSCs krankmachende Prozesse zu untersuchen und systematisch 
Substanzen zu testen, die solche Prozesse beeinflussen oder blockieren können. In Hinblick 
auf die medizinische Forschung und die therapeutische Anwendung ist es bereits gelungen 
iPSCs von Patienten mit verschiedenen genetischen Erkrankungen wie Amyotropher 
Lateralsklerose (Dimos et al., 2008) oder Spinaler Muskelatrophie (Ebert et al., 2009) zu 
gewinnen und diese zu Neuronen zu differenzieren. Des Weiteren konnte die 
Sichelzellenanämie in Kombination mit der Gentherapie (Hanna et al., 2007) und Symptome 
der Parkinson-Krankheit (Wernig et al., 2008) durch Transplantation iPSC-abgeleiteter 
Donorzellen bei Mäusen gelindert werden. Trotz aller Vorteile der iPSCs sollte jedoch darauf 
hingewiesen werden, dass iPSCs zum gegenwärtigen Zeitpunkt die ESCs nicht ersetzen 
können, die zum Identitätsnachweis bei der Forschung an iPSCs weiterhin unverzichtbar sind. 
 
1.2 Neurale Differenzierung humaner embryonaler Stammzellen 
Neurale Stammzellen (NSCs) sind multipotente Zellen, die zur Selbsterneuerung befähigt 
sind (Bull et al., 2005). NSCs können in alle drei Zelltypen des Nervensystems, Neurone, 
Astrozyten und Oligodendrozyten, differenzieren. Die ersten Studien zum Konzept der 
  Einleitung 
   25
gemeinsamen NSCs für Neurone, Astrozyten und Oligodendrozyten (Abb. 1.4) basiert auf 
isolierten Stammzellen aus dem embryonalen Gehirn der Maus (Johe et al., 1996; Davis et al., 
1994; Kilpatrick et al., 1993; Reynolds et al., 1992; Temple, 1989). Multipotente NSCs sind 
sowohl im embryonalen als auch im adulten ZNS zu finden. Multipotente neurale 
Vorläuferzellen können aus dem embryonalen und adulten Gehirn isoliert werden (Roy et al., 
2000a und 2000b; Eriksson et al., 1998; Gritti et al., 1996; Weiss et al., 1996; Gage et al., 
1995b; Reynolds und Weiss, 1992). Ebenso gelang es NSCs aus dem fetalen und adulten 
menschlichen Gehirn zu isolieren (Palmer et al., 2001; Brüstle et al., 1998; Flax et al., 1998, 
Kirschenbaum et al., 1994). 
 
 
Abb. 1.4: Neurale Stammzellen (NSCs) und ihr Differenzierungspotenzial. 
NSCs sind multipotent. Sie können sich entweder selbst erneuern und/oder in Astrozyten, Oligodentrozyten und 
Nervenzellen ausreifen. Die unreifen Vorläuferzellen besitzen im Vergleich zur Stammzelle ein eingeschränktes 
Differenzierungspotential. 
 
Für die Gewinnung ESC-abgeleiteter Populationen werden verschiedene 
Differenzierungsmethoden eingesetzt. Die Bildung von sog. Embryoid-Körperchen (EBs; 
Keller, 1995), die Kokultur mit anderen Zelllinien (Barberi et al., 2003) und die adhärente 
Differenzierung (Ying et al., 2003) sind Beispiele hierfür. In EBs differenzieren sich ESCs 
spontan in Derivate aller drei Keimblätter (Ektoderm, Endoderm und Mesoderm). Eine 
gezielte neurale Differenzierung kann durch bestimmte Kultivierungsbedingungen erreicht 
werden. So konnten neurale Vorläuferzellen aus hESCs in vitro gewonnen, weiter kultiviert 
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und in die drei Hauptzelltypen des Nervensystems differenziert werden (Zhang et al., 2001; 
Reubinoff et al., 2001; Elkabetz et al., 2008; Koch et al., 2009). Die direkte adhärente 
Differenzierung ist ein alternatives Verfahren, welches es ermöglicht, neurale Zellen aus 
hESCs ohne EB-Bildung zu erhalten (Perrier et al., 2004). Die hESCs werden hierbei als 
adhärent wachsende Kolonien direkt in ein frühes Vorläuferstadium umgewandelt (Gerrard et 
al., 2005; Benzing et al.; 2006; Dhara et al., 2008; Chambers et al., 2009). 
 
1.2.1 Gerichtete Differenzierung und Linienselektion 
Im Hinblick auf biomedizinische Applikationen ist es erforderlich, die Differenzierung der 
hESCs so zu steuern, dass möglichst nur der gewünschte Zelltyp entsteht bzw. es möglich ist, 
diesen gewünschten Zelltyp von anderen Zellen abzutrennen. Die unter 1.2 beschriebenen 
Differenzierungsmethoden führen in der Regel zu neuralen Vorläuferzellen, die in neuronale 
und gliale Zelltypen ausreifen können. Reine neurale Subpopulationen können zum einen 
über die sequentielle Gabe von Wachstumsfaktoren (Brüstle et al., 1999) oder mit Hilfe eines 
selektierbaren Markers aufgereinigt werden (Wernig et al., 2002; Glaser et al., 2005; 
Schmandt et al., 2005; Pruszak et al., 2009) (Abb. 1.5). 
 
 
Abb. 1.5: In vitro Differenzierung von hESCs. 
Über Verfahren der Linienselektion oder der gerichteten Differenzierung können aufgereinigte hESC-abgeleitete 
somatische Zellpopulationen gewonnen werden. 
 
Bei der gerichteten Differenzierung werden Wachstums- und Differenzierungsfaktoren, von 
denen bekannt ist, dass sie bestimmte Entwicklungsprozesse induzieren bzw. beeinflussen, 
einzeln oder in Kombination zu kultivierten hESCs hinzugegeben (Abb. 1.5). Beispielsweise 
werden für die Induktion von spinalen Motorneuronen posteriorisierende und ventralisierende 
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Faktoren verwendet (Li et al., 2005 und 2008). Eine alternative Methode hierzu ist das 
Einbringen Zelltyp-spezifischer Transkriptionsfaktoren mithilfe von Vektoren in die Zellen. 
Für die gerichtete Differenzierung von hESCs in eine Reihe neuraler Subpopulationen gibt es 
zahlreiche Beispiele (Yan et al., 2005; Li et al., 2005 und 2008; Lamba et al., 2006; Izrael et 
al., 2007; Lee et al., 2007). 
Die sog. Linienselektion stellt eine alternative Strategie zur Gewinnung eines bestimmten 
Zelltyps aus hESCs dar. Anhand spezifischer Eigenschaften können so Zellen von 
unerwünschten Begleitzellen getrennt und in reiner Form isoliert werden. Das grün 
fluoreszierende Protein (enhanced green fluorescent protein; EGFP) kodierende Gen kann 
z.B. in hESCs unter Kontrolle eines gewebe- oder regionalspezifischen Promotors eingebracht 
werden (Abb. 1.5). Nach Differenzierung der hESCs wird das EGFP-Protein nur in dem 
gewünschten Zelltyp exprimiert und ermöglicht dessen Selektion über eine Fluoreszenz-
aktivierte Zellsortierung (FACS). Charakteristische Oberflächenantigene können ebenfalls 
verwendet werden, um eine reine Zellpopulation zu erhalten. Eine Zielpopulation kann so mit 
Antikörpern markiert werden, die wiederum an Fluoreszenzmoleküle oder an magnetische 
Partikel gekoppelt werden können. Die Aufreinigung erfolgt dann ebenfalls über FACS oder 
mittels magnetischer Zellsortierung (MACS). Da gegenwärtig nur wenige zelltypspezifische 
Promotoren bzw. Oberflächenantigene humaner neuraler Subpopulationen bekannt sind, 
wurde das Verfahren der Linienselektion bisher selten angewandt (Roy et al., 2005; Pruszak 
et al., 2007). 
 
1.2.2 Therapeutische Anwendungen hESC-abgeleiteter neuraler Populationen 
Für das Verständnis der molekularen Grundlagen menschlicher Erkrankungen und für die 
Wirkstoff- und Arzneimittelentwicklung sind zelluläre Modellsysteme von großer Bedeutung. 
In Hinblick auf neurodegenerative Erkrankungen des Menschen, die sich auf genomischer, 
biochemischer und metabolischer Ebene stark von den an tierischen Zellen erhobenen 
Befunden unterscheiden können, eröffnen ESCs und iPSCs des Menschen, sowie die von 
ihnen abgeleiteten Populationen Möglichkeiten, aussagekräftige humane Zellmodelle zu 
etablieren. 
Für jeden zelltherapeutischen Ansatz stellt die enorme Komplexität des ZNS eine große 
Herausforderung dar. Aufgrund der Vielzahl der neuronalen und glialen Zelltypen und ihrer 
vielfältigen Verbindungen erscheint die Transplantation bereits ausgereifter Zellen wenig 
sinnvoll. Vielmehr müssen unreife, noch migrationsfähige Vorläuferzellen in das geschädigte 
Gewebe transplantiert und zur Ausreifung gebracht werden. Für biomedizinische Zwecke ist 
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es daher erforderlich, die Differenzierung von hESCs so zu steuern, dass möglichst nur der 
gewünschte Zelltyp entsteht. Die Gewinnung neuraler Subtypen aus hESCs ist daher von 
großer Bedeutung (vgl. 1.2.1). 
Für neurale Transplantationsstrategien wurde bislang fetales Spendergewebe eingesetzt. Die 
aus dem embryonalen Gehirn isolierten Stammzellen können sowohl in Neurone als auch in 
Astrozyten und Oligodendrozyten differenzieren (Johe et al., 1996). Bei Erkrankungen wie 
Chorea Huntington oder Morbus Parkinson befinden sich solche Transplantationsstrategien 
bereits im klinischen Einsatz (Bachoud-Levi et al., 2006; Freed et al., 2001, Dunnett et al., 
2001). Die aus dem ventralen Mesencaphalon humaner Feten gewonnen Vorläufer überlebten 
mehrere Jahre und konnten eine Verminderung der Bewegungsstörungen herbeiführen 
(Lindvall et al., 1994). Dabei wird für einen Patienten das Gewebe von sechs oder mehr 
menschlichen Feten benötigt (Kordower et al., 1996). Fetales Spendergewebe ist jedoch 
aufgrund der rechtlichen Lage nur begrenzt verfügbar. HESC-abgeleitete NSCs (hESC-NSCs) 
stehen dagegen in nahezu unlimitierter Zahl zur Verfügung. Über ihr regeneratives Potenzial 
hinaus können HESC-NSCs zur Analyse grundlegender entwicklungsbiologischer und 
pathologischer Prozesse herangezogen werden. Des Weiteren könnte die Verfügbarkeit dieser 
Zellen die Entwicklung therapeutischer Wirkstoffe für die Behandlung von neurologischen 
Erkrankungen beschleunigen. Neurale Zellen aus pluripotenten Stammzellen könnten auch für 
den zellvermittelten Gentransfer zum Einsatz kommen, z.B. für zellbasierte 
Enzymsubstitution bei metabolischen Erkrankungen wie der metachromatischen 
Leukodystrophie und dem Morbus Krabbe. Aussichtsreiche tierexperimentelle Befunde dafür 
liegen schon vor (Klein et al., 2006). Verschiedene hESC-abgeleitete neurale Subtypen 
konnten bereits in vitro generiert werden. So wurden dopaminerge Neurone aus hESCs 
gewonnen (Yan et al., 2005; Li et al., 2005 und 2008; Lee et al., 2007) und im Tiermodell 
getestet (Schulz et al., 2004; Roy et al., 2006; Ko et al., 2007; Yang et al., 2008; Cho et al., 
2008). 
Die Generierung von Gliazellen, insbesondere die von Oligodendrozyten, sind für die 
Behandlung dysmyelinisierender Krankheiten, wie der Pelizaeus-Merzbacherschen-
Erkrankung, von besonderer Bedeutung. Myelinisierende Oligodendrozyten wurden erstmals 
im Jahre 1999 aus ESCs der Maus abgeleitet (Brüstle et al., 1999). Erst 2005 gelang die 
Isolierung oligodendroglialer Vorläufer aus hESCs (Nistor et al., 2005; Keirstead et al., 
2005). Durch Transplantation dieser Zellen in myelindefiziente Mäuse konnte gezeigt werden, 
dass die transplantierten Zellen in der Lage waren Myelin zu bilden (Nistor et al., 2005). 
Keirstead et al. (2005) konnten nach Transplantation der hESC-abgeleiteten 
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Oligodendrozyten in Kontusionsläsionen des Rückenmarks von Ratten eine verbesserte 
Remyelinisierung und einen Rückgang der motorischen Symptome nachweisen. Nahezu 
zeitgleich veröffentlichen Kang et al. und Izrael et al. im Jahre 2007 weitere Protokolle zur 
Gewinnung von Oligodendrozyten aus hESCs (Kang et al., 2007; Izrael et al., 2007). Diese 
Protokolle zeichnen sich jedoch dadurch aus, dass hierbei zur oligodendroglialen 
Differenzierung von hESC die pluripotenten Stammzellen direkt in oligodendrogliale Zellen 
überführt werden, ohne dass dabei eine stabile neurale oder gliale Population gebildet wird 
(sog. „run-through“ Protokolle). Dieser Prozess ist sehr langwierig, und damit auch mit 
starken batch-to-batch Variationen verbunden. Zudem ist die Effizienz mit der die 
oligodendroglialen Zellen gewonnen werden gering. 
 
1.3 Zytoskelett 
1.3.1 Neurale Zytoskelettmoleküle 
Mikrotubuli sind einer der Hauptkomponeten des Zytoskeletts und in diverse zytosolische 
Funktionen involviert, wie der Erhaltung der Zellmorphologie, dem Transport von Organellen 
innerhalb der Zelle und der Zellteilung (Lodish et al., 2001). Mikrotubuli setzen sich aus 
Dimeren von !- und "-Tubulin zusammen. Posttranslationale Modifikationen können die 
Struktur und die Funktionen von Mikrotubuli beeinflussen (Luduena, 1998; MacRae, 1997; 
Rosenbaum, 2000). Tubuline gehören zur Gruppe der sogenannten Multigenfamilie. Zur 
Tubulin Superfamilie gehören neben !- und "-Tubulin noch weitere Proteine, wie #, $, % und 
& (Oakley et al., 1989 und 2000; Dutcher et al., 1998; Chang et al., 2000; Ruiz et al., 2000; 
Vaughan et al., 2000). Die meisten dieser Tubuline zeigen eine distinkte subzellulare 
Lokalisation und weisen unterschiedliche Funktionen auf (McKean et al., 2001). 
Eukaryotische Zellen exprimieren multiple Isotypen von !"-Tubulin (Luduena, 1998). Im 
Säugetier-Gehirn wurde die Expression von fünf !-Tubulin-Isotypen (Villasante et al., 1986) 
und fünf "-Tubulin-Isotypen (Sullivan, 1988) nachgewiesen. Das "III-Tubulin wird als 
einziges phosphoryliert und ausschließlich von Neuronen exprimiert (Burgoyne et al., 1988; 
Sullivan et al., 1986 und 1988; Lee et al., 1990a, b; Kameda et al., 1994). Jiang et al. (1992) 
konnten zeigen, dass sich die Expression von Tubulin-Genen, insbesondere die der "-
Tubulin-Gene, während der postnatalen Entwicklung im peripheren und zentralen neuronalem 
Gewebe von Säugetieren unterscheiden. Diese und andere Hybridisierungsstudien konnten 
zudem nachweisen, dass der Isoptype !1-Tubulin vornehmlich in Neuronen des Gehirns 
exprimiert wird (Mikucki et al., 1991; Jiang et al., 1992; Kost et al., 1993). Auch im humanen 
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Organismus wurden eine !-Tubulin (!1) und eine "-Tubulin Isoform ("III) identifiziert, die 
auf Zellen neurologischen Ursprungs begrenzt zu sein scheinen (Cowan et al., 1983; Hall et 
al., 1985; Lewis et al., 1985). Studien mit neugeborenen und adulten Ratten weisen darauf 
hin, dass die Expression von neuralen Tubulin-Isoformen in sich entwickelnden und reifen 
Neuronen unterschiedlich ist (Gozes et al., 1978; Wolff et al., 1982; Audebert et al., 1994; 
Farina et al., 1999). Dabei war die Expression von !1-Tubulin im sich entwickelnden 
Nervensystem dort am Höchsten, wo Neurone ein extremes morphologisches Wachstum 
zeigten (Miller et al., 1987; Gloster et al., 1994). Während der Ausreifung zum 
postmitotischen Neuron hingegen wurde die Expression von !1-Tubulin wieder 
herunterreguliert (Miller et al., 1987; Gloster et al., 1994 und 1999). !1-Tubulin scheint 
demnach ein früher neuronaler Marker zu sein. Studien zeigen, dass sich der Promoter von 
!1-Tubulin zur Anreicherung einer neuronalen Zellpopulation eignet (Wang et al., 1997). 
Hierbei wurde das Gen für EGFP unter die Kontrolle des !1-Tubulin-Promoters in 
embryonale Zellen des Vorderhirns der Ratte eingebracht. Die anschließende Selektion über 
FACS ermöglichte die Isolierung von neuronalen Vorläuferzellen. Zur Selektion und 
Anreicherung von neuronalen Vorläuferzellen aus dem humanen Hippocampus und der 
humanen Ventrikularzone konnte !1-Tubulin ebenfalls als gewebespezifischer Promotor 
verwendet werden (Roy et al., 2000a und 2000b). 
 
1.4 Zelladhäsion 
Eine Schlüsselfunktion bei der Evolution vielzelliger Organismen ist die Fähigkeit von 
Zellen, untereinander spezifische und feste Kontakte ausbilden zu können. So nehmen 
zahlreiche Zelladhäsionsvorgänge nicht nur entscheidend an der Bildung von Geweben und 
Organen in sich entwickelnden Embryonen sondern auch an der Reparatur von Verletzungen 
in ausdifferenzierten Geweben teil. Diese Vorgänge spielen eine entscheidende Rolle bei 
Prozessen wie der Proliferation, Differenzierung, Zellaggregation und Zellmigration. Im 
adulten Organismus ist die Dynamik von Adhäsionsprozessen im Gegensatz zu embryonalen 
Geweben essentiell für viele physiologische Vorgänge, wobei der Wundheilungsprozess als 
nur ein Beispiel genannt werden soll. 
Die Zelladhäsion erfolgt mittels verschiedener integraler Membranproteine, die unter dem 
Begriff Zelladhäsionsmoleküle (CAMs) zusammengefasst werden (siehe 1.4.1). Die Zell-
Zell-Adhäsion ist eine Kontaktaufnahme zwischen Adhäsionsmolekülen unmittelbar 
benachbarter Zellen. Hierbei wird wiederum zwischen homophiler Adhäsion von Zellen 
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(Adhäsion zwischen Zellen des gleichen Typs) und heterophiler Adhäsion zwischen 
unterschiedlichen Zelltypen unterschieden. Die Kontaktaufnahme, bei der Adhäsionsproteine 
mit Komponenten der Extrazellulären Matrix (EZM) interagieren, wird hingegen als Zell-
Matrix-Adhäsion bezeichnet. Eine einzelne Zelle verwendet beide Mechanismen, um an 
andere Zellen und an die EZM zu binden (Abb. 1.6). 
 
 
Abb. 1.6: Zelladhäsionsmoleküle, die Zellen untereinander und mit der EZM verbinden. 
Zelladhäsionsmoleküle (CAMs) sind integrale Membranproteine, die sowohl Zell-Zell-Adhäsion als auch Zell-
Matrix-Adhäsion vermitteln können, und die über intrazelluläre Anheftungsproteine eine Verankerung für 
Proteine des Cytoskeletts bilden. Die Gesamtheit der Wechselwirkungen ermöglicht eine Anheftung und 
Interaktion von Zellen untereinander; zudem verleihen sie dem Gewebe Festigkeit und Widerstand gegen 
Scherkräfte (verändert nach: Lodish, 2001). 
 
1.4.1 Zelladhäsionsmoleküle (CAMs) 
Funktionell und strukturell werden die CAMs von den Substratadhäsionsmolekülen (SAMs) 
und den Zellverbindungsmolekülen (CJMs) abgegrenzt. Bei den SAMs handelt es sich um 
Proteine der extrazellulären Matrix und der Basalmembran. Dazu gehören Proteoglykane, 
Kollagene, Fibronektin, Tenascin und Laminin. CJMs bilden im Gegensatz dazu feste 
intrazelluläre Brücken in Form von Desmosomen, Tight- oder Gap-Junctions. CAMs bilden 
dahingegen eher lockere Verbindungen. Durch sie erkennen Zellen ihre Umgebung, 
beispielsweise benachbarte Zellen. Bei den CAMs handelt es sich häufig um Transmembran-
Glykoproteine, die auf der dem Zytoplasma zugewandten Seite eine Domäne von variabler 
Länge besitzen. Einige der CAMs durchspannen jedoch nicht die Zellmembran, sondern sind 
über einen Glykosyl-Phosphatidylinositol-(GPI-)Anker an der Membran befestigt. 
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Abb. 1.7: Die wichtigsten Familien von Zelladhäsionsproteinen (CAMs). 
Integrale Membranproteine sind aus verschiedenen Domänen zusammengesetzt. Homotypische 
Wechselwirkungen zwischen den Zellen werden von den Cadherinen und den Mitgliedern der Immunglobulin-
Superfamilie von Zelladhäsionsproteinen vermittelt. Selectine und Integrine gehen hingegen heterotypische 
Wechselwirkungen ein. Das Integrin ist das wichtigste Anheftungsprotein zwischen Zelle und Matrix (verändert 
nach: Lodish, 2001). 
 
Aufgrund verschiedener struktureller Gemeinsamkeiten lassen sich bei den CAMs fünf 
Hauptklassen unterscheiden (Abb. 1.7): Cadherine, die Immunglobulin-Superfamilie (IgSF), 
Selectine, Mucine und Integrine. 
 
1.4.2 Neurale Zelladhäsionsmoleküle der Immunglobulin-Superfamilie (IgSF) 
Neurale Mitglieder der Immunglobulin-Superfamilie (IgSF) vermitteln sowohl in der 
Entwicklung als auch im adulten Nervensystem kalziumunabhängige homo- und heterophile 
Zell-Zell- und Zell-Matrix-Interaktionen (Williams et al., 1988; Brummendorf et al., 1995; 
Crossin et al., 2000). Die IgSF ist die größte bisher identifizierte Proteinfamilie mit mehr als 
100 Mitgliedern (Williams et al., 1988). Moleküle dieser Superfamilie werden durch drei 
gemeinsame Strukturmotive charakterisiert (Abb. 1.8). Dabei erfolgt die Kategorisierung 
anhand der Anzahl vorhandener Immunglobulindomänen (Ig-Domänen), der Zahl an 
Fibronektin-artigen Typ-III-Domänen (Fn-Domäne) sowie mittels ihrer Cytoplasma-
assozierten Katalyse-Domäne (Cunningham, 1995; Crossin et al., 2000). Die Ig-Domäne im 
extrazellulären Proteinbereich besteht aus 70 bis 100 Aminosäuren. Die Aminosäuren bilden 
dabei zwei antiparallele "-Faltblätter, die über eine Disulfidbrücke verbunden sind (Vaughn et 
al., 1996). Das zweite Strukturmotiv, die Fn-Domäne, ist in den meisten, obgleich nicht allen 
  Einleitung 
   33
IgSF-Mitgliedern vertreten (Crossin et al., 2000). Die neuralen Zelladhäsionsmoleküle spielen 
eine wichtige Rolle beim Auswachsen von Neuriten, sowie bei der Entstehung und 
Aufrechterhaltung neuraler Verbindungen (Baldwin et al., 1996). Zu den Mitgliedern der 
neuralen Zelladhäsionsmoleküle zählen NCAM (neural cell adhesion molecule), L1 sowie 
NgCAM (neuron glia cell adhesion molecule). 
Das Zelladhäsionsmolekül L1 ist ein transmembranes Glykoprotein mit einem 
Molekulargewicht von 200 kDa, welches zu Beginn der 80er Jahre im Nervensystem entdeckt 
wurde (Salton et al., 1983; Lindner et al., 1983; Grumet et al., 1984; Rathjen et al., 1984). 
Das L1-Molekül ist Begründer einer Untergruppe der IgSF, der L1-Familie, die aus vier 
Mitgliedern besteht: L1, NrCAM (neuron-glia cell adhesion molecule related cell adhesion 
molecule), Neurofascin, CHL1 (close homologue of L1) und Neuroglian (Abb. 1.9). Diese 
Moleküle spielen ebenso wie NCAM eine wesentliche Rolle bei der Axonfaszikulierung und 




Abb. 1.8: Übersicht der Subfamilien neuraler Zelladhäsionsmoleküle der IgSF. 
Die Unterteilung der verschiedenen Untergruppen dieser Superfamilie erfolgt anhand der Anzahl ihrer Ig- und 
Fn-Domänen, der Art der Verankerung des Moleküls in der Membran, sowie der Eigenschaft der 
zytoplasmatischen Domäne, eine enzymatische Reaktion durchführen zu können (verändert nach: Crossin et al., 
2000). 
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L1 ist in zahlreiche Prozesse des sich entwickelnden und adulten Nervensystems involviert, 
wie Zellmigration (Lindner et al., 1983; Asou et al., 1992; Thelen et al., 2002), 
Axonwachstum (Fischer et al., 1986; Lagenaur et al., 1987), Axonfaszikulierung (Chang et 
al., 1987; Kunz et al., 1996), Synaptogenese und Myelinisierung (Wood et al., 1990). 
Darüber hinaus greift L1 in Prozesse wie die Regeneration von Nervenzellen (Martini et al., 
1988) und das Zellüberleben ein. Bei Lern- und Gedächtnisleistungen wird L1 ebenfalls eine 
Rolle zugeschrieben (Rose, 1995; Luthi et al., 1996). Die Funktionen von L1 scheinen vor 
allem durch homo- und heterophile Interaktionen vermittelt zu werden (vgl. Abb. 1.10). 
 
Abb. 1.9: Das neurale Zelladhäsionsmolekül L1. 
Die Mitglieder der L1-Familie besitzen sechs Ig-
Domänen, sowie mindestens vier Fn-Domänen, die mit 
einer Transmembrandomäne verbunden sind, gefolgt von 













Verschiedene Formen der Integrine, sowie Komponenten der EZM wie Laminin und 
zahlreiche Proteoglykane, wie Neurocan und Phosphacan zählen zu den Bindungspartnern des 
L1-Moleküls (Friedlander et al., 1994; Brummendorf et al., 1996; Felding-Habermann et al., 
1997; Kadmon et al., 1997; Kamiguchi et al., 1997; Thelen et al., 2002; Ruppert et al., 1995; 
Ebeling et al., 1996). Des Weiteren interagiert L1 mit Liganden wie Contactin (F3/F11) 
(Brummendorf et al., 1993), DM1-GRASP (DeBernardo et al., 1996), und TAG-1(Axonin-1) 
(Kuhn et al., 1991; Kunz et al., 1996). Ebenfalls beschrieben sind Interaktionen von L1 mit 
NCAM (Kadmon et al., 1990), CD9 (Schmidt et al., 1996) sowie mit CD24 (Nectadrin) 
(Kadmon et al., 1995; Sammar et al., 1997). L1 scheint wie NCAM und andere 
Transmembranproteine auch, als Rezeptor an zahlreichen Signaltransduktionsprozessen 
beteiligt zu sein (Abb 1.10; Kalus et al., 2003). 
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Abb. 1.10: L1 als adhäsives Molekül und signaltransduzierender Rezeptor 
L1-abhängiges Neuritenwachstum durch die Aktivierung von FGF-Rezeptoren wird durch die homophile 
Interaktion zweier L1-Moleküle initiiert (Doherty et al., 1996; Saffell et al., 1997; Brittis et al., 1996). Die 
zytoplasmatische Domäne interagiert darüber hinaus mit dem Zytoskelett und unterstützt so Vorgänge wie die 
Zelladhäsion, die essentiell für die Faszikulierung von Axonen und das Neuritenwachstum sind (Dahlin-Huppe 
et al., 1997). Diese Zytoskelett-Interaktion wird über eine Ankyrin-Bindungsdomäne in der zytoplasmatischen 
Domäne vermittelt (Davis et al., 1994). Desweiteren konnte für L1 eine Interaktion mit Aktin- und Myosin-
Stressfasern beschrieben werden. Durch verschiedene Kinasen, wie Casein-Kinase II, p90rsk (Wong et al., 1996) 
und Eph-Kinase Cek5 (Zisch et al., 1997) kann die zytoplasmatische Domäne phosphoryliert werden (verändert 
nach: Kenwrick et al., 2000). 
 
Durch die regulierte Prozessierung der extrazellulären Domäne des Moleküls entstehen neben 
der membrangebundenen 200 kDa Form L1-200 weitere L1-Formen (Richter-Landsberg et 
al., 1984; Montgomery et al., 1996). Die Abbildung 1.11 gibt einen Überblick über die durch 
Proteolyse entstehenden, nach ihrem Molekulargewicht benannten, löslichen L1-Fragmente. 
Nachgewiesen werden konnten die löslichen Formen des L1 Moleküls in den Überständen 
von Gehirnhomogenaten der Maus (Rathjen und Schachner, 1984; Faissner et al., 1985; 
Sadoul et al., 1988), der Ratte (Liljelund et al., 1994) und des humanen Kleinhirns (Wolff et 
al., 1988). Eine Disregulation der Spaltung des Zelladhäsionsmoleküls scheint in die 
Pathogenese zahlreicher Erkrankungen involviert zu sein. So wurden lösliche L1-Fragmente 
in Zellkulturüberständen von murinen und humanen Tumorzelllinien detektiert (Montgomery 
et al., 1996; Beer et al., 1999; Gutwein et al., 2000). Außerdem wurden erhöhte Mengen 
löslicher L1-Fragmente im Serum von an Ovar- oder Uteruskarzinomen, an Nierentumoren 
(Meli et al., 1999) und an Neuroblastomen (Hoefnagel et al., 2001) erkrankten Patienten, 
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Abb. 1.11: Lösliche Fragmente des Moleküls L1. 
Durch die regulierte Proteolyse der extrazellulären Domäne entstehen lösliche Fragmente des Moleküls L1. Zu 
der Entstehung eines löslichen 140 kDa-Fragmentes (L1-140) und eines membrangebundenen 80 kDa-
Fragmentes (L1-80) kommt es durch eine Spaltung in der dritten Fibronektindomäne. In der Nähe der 
Transmembrandomäne ist eine weitere Spaltstelle lokalisiert. Zwei weitere lösliche Fragmente mit einem 
Molekulargewicht von 180 kDa und 50 kDa (L1-50), sowie ein membranständiges 30 kDa-Fragment (L1-30) 
werden durch die Spaltung des 200 kDa Moleküls (L1-200) und des 80 kDa-Fragmentes in der Nähe des 
Membranankers generiert (verändert nach: Kalus et al., 2003). 
 
1.5 Ziel der Arbeit 
Im Rahmen dieser Dissertation sollten Verfahren zur Gewinnung hochaufgereinigter 
neuronaler Zellen aus hESCs entwickelt und die daraus resultierenden Populationen 
charakterisiert werden. Zum einen sollte geklärt werden, ob T!1-Tubulin als selektierbarer 
Marker für die Gewinnung von humanen neuronalen Zellen eingesetzt werden kann. Aus 
früheren Arbeiten ist bekannt, dass T!1-Tubulin spezifisch in sich entwickelnden Neuronen 
exprimiert wird (Gloster et al., 1999 und 1994; Miller et al., 1989; Hieber et al., 1998; 
Przyborski et al., 1996). T!1-Tubulin wurde bereits als Marker zur Selektion von frühen 
Neuronen aus murinen ESCs eingesetzt (Schmandt et al., 2005). Zum anderen sollten 
hochaufgereinigte hESC-abgeleitete neuronale Zellen über eine Linienselektion gewonnen, 
angereichert und charakterisiert werden. Es sollte ein Selektionsverfahren zum Einsatz 
kommen, das ohne genetische Modifikationen der Zellpopulation auskommt. Es wurde 
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geprüft, ob und in wie weit das Oberflächenmolekül L1 dafür geeignet ist. Aus früheren 
Arbeiten ist bekannt, dass das Zelladhäsionsmolekül L1 im ZNS auf einer Gruppe von sich 
entwickelnden Neuronen, aber auch auf Axonen zahlreicher Nervenzellen des adulten 
Nervensystems exprimiert wird (Rathjen et al., 1984; Jüngling et al., 2003). 
 
1.5.1 T!1-basierte Selektion hESC-abgeleiteter Neurone 
Die Kombination von gerichteter Differenzierung und Linienselektion sollte eingesetzt 
werden, um hochaufgereinigte hESC-abgeleitete Neurone zu generieren. Insbesondere wurde 
die Verwendbarkeit des T!1-Tubulin Promotors für die Linienselektion von Neuronen 
untersucht werden. HESC-abgeleitete NSCs wurden hierfür vordifferenziert und mit einem 
Konstrukt transient transfiziert, das EGFP unter der Kontrolle des T!1-Tubulin Promotors 
exprimiert. Die T!1-EGFP-positiven Zellen sollten in einem weiteren Schritt anhand der 
Expression verschiedener neuronaler Marker näher charakterisiert werden. Zur Gewinnung 
einer reinen neuronalen Population sollten die T!1-EGFP-positiven Zellen durch FACS-
Sortierung isoliert und charakterisiert werden. 
 
1.5.2 L1-basierte Selektion hESC-abgeleiteter Neurone 
Für den zweiten Teil der Arbeit sollte die Verwendbarkeit des Zelladhäsionsmoleküls L1 für 
die Linienselektion von Neuronen untersucht werden. Zur Gewinnung einer reinen 
neuronalen Population sollten vordifferenzierte hESC-abgeleitete NSCs unter Verwendung 
eines L1-Antikörpers durch FACS isoliert und anhand der Expression verschiedener 
neuronaler Marker näher charakterisiert werden. Die funktionale Ausreifung und die 
synaptische Plastizität der L1-positiven Zellen sollten durch in vitro sowohl in Ko-Kultur mit 
murinen Astrozyten als auch im Gewebe anhand organotypischer Schnittkulturen des 
Hippocampus untersucht werden. Des Weiteren sollte ein effektives 
Kryokonservierungsprotokoll für Neurone entwickelt werden. Da die Generierung von hESC-
NScs eine zeitaufwenige Methode darstellt, sollte in einem weiteren Schritt untersucht 
werden, ob Neurone auch direkt aus adhärent neural differenzierten hESCs gewonnen und 
über das Zelladhäsionsmolekül L1 aufgereinigt werden können. 
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2. MATERIAL UND METHODEN 
2.1 Materialien 
2.1.1 Allgemeines 
Alle Arbeiten mit hESCs wurden im Einklang mit dem deutschen Stammzellgesetz und im 
Rahmen von Projekten, die durch das Robert-Koch Institut genehmigt wurden, durchgeführt. 
Für die Zellkultur verwendete Geräte, Materialien und Lösungen wurden vor der Verwendung 
auf geeignete Weise (Autoklavieren, Hitzesterilisation, Sterilfiltrieren) sterilisiert oder bereits 
steril vom Hersteller bezogen. 
 
2.1.2 Verbrauchsmaterialien 
Verbrauchsmaterialien wie Pipetten, Gewebekulturschalen, 4, 12- und 24-well Platten, 
Chamber Slides und Falcon-Röhrchen wurden überwiegend von den Firmen BioRad 
Laboratories GmbH (München), Corning (New York, USA), Falcon/Becton Dickinson 
(Heidelberg), Greiner (Nürtingen) und Nunc (Wiesbaden) bezogen. 
 
Verbrauchsmaterial    Hersteller, Ort 
3,5 cm, 6 cm Zellkulturschalen  BD Bioscience (Heidelberg) 
15 cm Zellkulturschalen   TPP (Trasadingen, Schweiz) 
1 ml Injektionsnadeln    BD Bioscience (Heidelberg) 
96 well qPCR-Platte    peqLab (Erlangen) 
Adhäsiv PCR-Film    peqLab (Erlangen) 
Chamber Slides    Nunc (Wiesbaden) 
Deckgläser     Marienfeld (Lauda-Königshofen) 
Einmal-Pipetten    Falcon (Heidelberg) 
Einmal-Pipettenspitzen    ART (San Diego, USA) 
Falcon-Röhrchen    Falcon (Heidelberg) 
Filtereinheit (0,2 !m)    Nalgene (Hereford, UK),  
Pall Corporation Life Science (Dreieich) 
Gummilösung (Fixogum)   Marabuwerke (Tamm) 
Kanülen Microlance 3    BD Bioscience (Heidelberg) 
Kryoröhrchen     Nunc (Wiesbaden) 
Küvetten      Eppendorf (Hamburg) 
Nitrocellulose-Membran   BioRad (München) 
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Nylonzellsieb (40 !m)    BD Bioscience (Heidelberg) 
Objektträger     Menzel (Braunschweig) 
Parafilm     American National Can (über Brand, Wertheim) 
Reaktionsgefäße    Eppendorf (Wesseling-Berzdorf) 
Reaktionsgefäßstreifen für die qPCR Biozym Scientific (Oldendorf) 
Sechs-Well-Zellkulturplatten   Nunc (Wiesbaden) 
Spritzen (1 ml, 5 ml, 10 ml, 20 ml)   BD Bioscience (Heidelberg) 
Stericup-Filtereinheit (0,22 !m)  Millipore (Schwalbach) 
T175 Flaschen    BD Falcon (Heidelberg) 
Thermanox Plastik Deckgläser  Nunc (Wiesbaden)  
Vier-Well-Zellkulturplatten   Nunc (Wiesbaden) 
Vierundzwanzig-Well-Zellkulturplatten  BD Bioscience (Heidelberg) 
Zellsiebe (40 !m)    BD Bioscience (Heidelberg) 
Zwölf-Well-Zellkulturplatten   BD Bioscience (Heidelberg) 
 
2.1.3 Geräte 
Gerät     Bezeichnung  Hersteller, Ort 
A/D Wandler Elektrophysiologie Digidata 1320A Molecular Devices  
(Sunnydale, USA) 
Bildbearbeitung    Photoshop CS3  Adobe Systems Inc.  
(San Jose, USA) 
Openlab 4.01  Improvision (Coventry, GB) 
Zeiss    Carl Zeiss (Jena) 
CytoVision Ultra  Applied Imaging Inc.  
(San Jose, USA) 
     PClamp Software 9 Molecular Devises  
(Synnyvale, USA) 
Binokular     SMZ 1500   Nikon (Düsseldorf) 
Bühler Schüttler    EB KS-15 Control Johanna Otto GmbH (Hechingen) 
Brutschränke    HERAcell  Heraeus Instruments (Hanau) 
     HERAcell   Thermo Electron (Waltham, USA) 
CCD-Kamera    KP-M2RP  Hitachi (Düsseldorf) 
Datenauswertung 
Durchflusszytometrie   Flowjo   Tree Star Inc (Ashland, USA) 
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Digital Kamera    C 5050 Zoom   Olympus Optical (Hamburg) 
     Canon Power   Canon (Krefeld) 
Shot G5 
Durchflusszytomter    LSRII   Becton Dickinson (Heidelberg) 
Einfriereinheit   Cryo 1 °C Freezing  Nalgene (Hereford, UK) 
Container 
Elektrophorese-Apparatur  Agargel Mini   Biometra (Göttingen) 
Färbe-Küvetten      Sigma (München) 
Fluoreszenz-aktivierter  
Zellsortierer (FACS)    DiVa    Becton Dickinson (Hamburg) 
Fluoreszenzmikroskope  Axioskop 2  Carl Zeiss (Göttingen) 
Axiovert 135  Carl Zeiss (Göttingen) 
Axiovert 200M Carl Zeiss (Göttingen) 
Gel Dokumentation    Geldoc2000   BioRad (München) 
Glasmikroelektroden   GC150TF  Modulom (Aarhus, DK) 
Heizblock     UNITEK HB-130/E  Jepson Bolton & Co  
(Watford, UK) 
Hybridisierungsofen    OV3   Biometra (Göttingen) 
Hybrite       Abbott/Vysis (Wiesbaden) 
Inverses Lichtmikroskop   Axiovert 25  Carl Zeiss (Göttingen) 
Laminar-Air-flow Werkbank  Herasafe  Heraeus Instruments (Hanau) 
Linearbeschleunige   MEVATRON MD2  Siemens (München) 
Festkörperphantom    RW3    PTW (Freiburg) 
Mikromanipulator      Luigs & Neumann (Ratingen) 
Mikropipetten-Puller   PC-10   Narishige (Tokio, J) 
Mikroskop    Leica    Leica (Wetzkar) 
LSM-510   Carl Zeiss (Göttigen) 
Mikroskop Elektrophysiologie Axioskop FS2  Carl Zeiss (Göttigen) 
Mikroskop Karyotypisierung  Diaplan 68236 Leitz (Wetzlar) 
Nukleofektor     NucleofectorTM II Lonza Cologne AG/ 
Amaza Biosystems (Köln) 
Patch-Clamp-Verstärker  Axopatch 200B Molecular Devices  
(Sunnydale, USA) 
pH-Meter     CG840  Schott (Mainz) 
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Photometer    Biophotometer Eppendorf AG (Hamburg) 
Nanodrop ND-1000  Fisher Scientific (Schwerte) 
Pipetten    2 !l, 10 !l, 100 !l,  Eppendorf (Hamburg) 
1000 !l 
Pipettier-Hilfe    Pipette-Boy   Brand (Wertheim) 
qPCR Cycler    Cycler und  Bio-Rad (München) 
Software iCycler 
Reinstwasseranlage   milliQ Synthesis Millipore (Schwalbach) 
A10 
Sterile Werkbank (horizontal) HERAguard   Thermo Electron, Heraeus  
Instruments (Hanau) 
Sterile Werkbank (vertikal)   Holten Safe 2000  Thermo Electron, Heraeus 
Instruments (Hanau) 
Thermocycler    T3    Biometra (Göttingen) 
Thermomixer    Compact  Eppendorf (Hamburg) 
Waagen     Analysewaage  Sartorius (Göttingen) 
LA310S 
Grobwaage BL610 Sartorius (Göttingen) 
Wärmeplatte     OTS40   Medite (Burgdorf) 
Wasserbad     1008    GFL (Burgwedel) 
Vakuum-Absaugpumpe   BVC21 + BVC01 Vacuubrand GmbH und Co 
(Wertheim) 
Videokamera (Elektrophysiologie) CCD-Kamera  Hitachi (Düsseldorf) 
     KP-M2RP 
Vortexer     Genie 2   Scientific Industries  
(New York, USA) 
Zählkammer    Fuchs-Rosenthal Faust (Halle) 
Zentrifugen     Megafuge 1.OR  Heraeus Instruments (Hanau) 
5415 R  Eppendorf (Hamburg) 
RC5B Plus   Sorvall Heraeus Instruments 
(Hanau) 
     Biofuge Pico  Thermo Electron, Heraeus 
Instruments (Hanau) 
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2.1.4 Chemikalien 
Die Chemikalien für die Pufferlösungen und Medien wurden überwiegend von folgenden 
Firmen bezogen: BioRad Laboratories GmbH (München), Chemicon (Hofheim), 
Invitrogen/Life Technologies (Karlsruhe), Merck (Darmstadt), R&D Systems (Wiesbaden-
Nordenstadt), Roth (Karlsruhe), Sigma (München), VWR (Lohmar) und Vector Laboratories 
(Burlingame, USA). 
 
Chemikalie      Hersteller, Ort 
100 bp peqLab Gold DNA Marker   peqLab (Erlangen) 
1 kb peqLab Gold DNA Marker   peqLab (Erlangen) 
2-Mercaptoethanol      Invitrogen (Karlsruhe) 
4-Aminopyridine      Sigma (München) 
6x DNA Ladepuffer     Fermentas (St. Leon-Rot) 
30 % Acrylamid-Gemisch    BioRad (München) 
Agarose PeqGold Universal    PeqLab (Erlangen) 
Antimitotikum     Invitrogen (Karlsruhe) 
APS       Sigma (München) 
B27       Gibco (Invitrogen) 
Bactotrypsin      BD Bioscience (Heidelberg) 
Borax       Sigma (München) 
Bradford Reagenz     BioRad (München) 
BrdU       Sigma (München) 
Bromphenol blau     Sigma (München) 
BSA       Sigma (München) 
Calciumchlorid     Sigma (München) 
Colcemid (10 µg/ml)     Invitrogen (Karlsruhe) 
cyclisches AMP     Sigma (München) 
DAPI        Sigma (München) 
DEPC       Fluka (Seelze) 
DMEM       Invitrogen (Karlsruhe) 
DMEM/F12      Invitrogen (Karlsruhe) 
DMSO       Sigma (München) 
DNase       Sigma (München) 
dNTP       peqLab (Erlangen) 
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Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline (PBS) Invitrogen (Karlsruhe) 
EDTA       Roth (Karlsruhe) 
EGF       R&D Systems (Wiesbaden-Nordenstadt) 
EGTA       Sigma (München) 
Ethanol       Merck (Darmstadt) 
Essigsäure      Merck (Darmstadt) 
Ethidiumbromid     Sigma (München) 
FCS       Invitrogen (Karlsruhe) 
FCS, definiert      Hyclone (Logan, USA) 
FGF-2       Invitrogen (Karlsruhe) 
Fibronectin      MP Biomedicals (Eschwege) 
Fluorescein       Sigma (München) 
Gelatine Typ A      Sigma (München) 
General Caspase Inhibitor (Z-VAD-FMK)  R&D Systems (Wiesbaden-Nordenstadt) 
Glucose      Sigma (München) 
Glutaraldehyde      Sigma (München) 
Glycin       Sigma (München) 
Glycerol      Sigma (München) 
Go Taq® Flexi DNA Polymerase   Promega (Madison, USA) 
HCl       Sigma (München) 
HBSS (10x)      Sigma (München) 
HEPES Natriumsalz     Sigma (München) 
Hoechst 33258     Sigma (München) 
Igepal Ca-630 (NP-40)    ICN Biomedicals (Frankfurt am Main) 
Insulin       Sigma (München) 
Isopropanol       Sigma (München) 
Kainsäure      Tocris (über Biotrend, Köln) 
Kaliumchlorid     Sigma (München) 
Kaliumgluconat     Sigma (München) 
Knockout-DMEM      Invitrogen (Karlsruhe) 
Knockout-Serum Replacement    Invitrogen (Karlsruhe) 
Kollagenase Typ IV      Invitrogen (Karlsruhe) 
L-Glutamine      Invitrogen (Karlsruhe) 
Lipofectamine      Roche Diagnostics (Mannheim) 
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MgATP      Sigma (München) 
Magnesiumchlorid     Invitrogen (Karlsruhe) 
Matrigel       BD Bioscience (Heidelberg) 
Methanol       Carl Roth (Karlsruhe) 
Milchpulver      Carl Roth (Karlsruhe) 
Mowiol       Sigma (München) 
Muscimol      Sigma (München) 
Mycoplasma Plus PCR Primer Kit   Stratagene (Amsterdam, NL) 
Myo-Inositol      Sigma (München) 
N2       Gibco (Invitrogen) 
NaGTP      Sigma (München) 
Natriumbicarbonat     Sigma (München) 
Natriumchlorid     Sigma (München) 
Natrium-Guanosin-triphosphat (NaGTP)  Sigma (München) 
Natriumhydrogencarbonat    Sigma (München) 
Natriumpyruvat     Invitrogen (Karlsruhe) 
Natriumselenit     Sigma (München) 
Neurobasalmedium     Gibco (Invitrogen; Karlsruhe) 
Nicht-essentielle Aminosäuren   Invitrogen, Metabion (Karlsruhe) 
Oligo-(dt)-Primer     Invitrogen (Karlsruhe) 
Paraformaldehyd     Sigma (München) 
Penecillium/Steptomycin    Invitrogen (Karlsruhe) 
Propidiumiodid     Invitrogen (Karlsruhe) 
ROCK-Inhibitor Y-27632    Calbiochem/Merck (Darmstadt) 
Polyvinylalkohol     Merk & Co (New York, USA) 
Prestained Protein Marker (7-175 kDa)  BioLabs/NEB (Frankfurt am Main) 
Protein Standard (Novex® Sharp)   Invitrogen (Karlsruhe) 
Protease Inhibitor Cocktail Set III   Calbiochem/Merck (Darmstadt) 
SDS       Roth (Karlsruhe) 
SYBR Green I      Sigma (München) 
Taq-Polymerase      Invitrogen (Karlsruhe) 
TEMED      Sigma (München) 
Transferrin      Sigma (München) 
Trehalose      Sigma (München) 
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Tris-HCl       ICN Biomedicals (Frankfurt am Main) 
Triton-X100       Sigma (München) 
Trypan-Blau       Invitrogen (Karlsruhe) 
Trypsin-EDTA (10x)     Invitrogen (Karlsruhe) 
TTx       Alomone (Jerusalem) 
Tween 20      Sigma (München) 
Vectashield      Vector Laboratories (Burlingame, USA) 
Zentromer-spezifische DNA-Sonden  Abbott/Vysis (Wiesbaden) 
(CEP 12 und CEP 17) 
 
2.1.5 Antikörper 
2.1.5.1 Primäre Antikörper 
Antigen Beschreibung Verdün-nung Art Besonderheit Hersteller 
A2B5 
Epitop von Silaogangliosiden und 
Sulfatiden auf der Plasmamembran 
von Neuronen, Neuroendokrinen 
und Gliazellen 
1:1000 Maus IgM  Chemicon (Hofheim) 
CD 133-
APC 
Wird auf der Oberfläche von 
humanen Stamm- und 
Vorläuferzellen exprimiert 














Triton-X 100 Covance (USA) 
BrdU 
Uridin-Derivat, das anstelle von 
Thymidin in die DNA eingebaut 
werden kann 








Gamma amio butyric acid; 
inhibitorischer Neurotransmitter im 
ZNS 






(Isoform 65 + 67 kDa) katalysiert die 
Produktion von GABA im ZNS 
1:500 Kaninchen IgG Triton-X 100 
Chemicon 
(Hofheim) 
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GAD 67 
Glutamat-Decarboxylase  
(Isoform 67 kDa)katalysiert die 
Produktion von GABA im ZNS 
1:500 Maus IgG Triton-X 100 Chemicon (Hofheim) 
GFAP 
Glial fibrillary acidic protein; 


















überwiegend auf Neuronen 
exprimiert wird 





Isoformen a und b werden in 
Dendriten reifer Neurone gefunden 
1:200 Maus IgG Triton-X 100 Sigma (München) 




Sulfatide und Glykolipide, die in 
Preoligodendrozyten und reifen 
Oligodendrozyten zu finden sind 







Transkriptionsfaktor 2; essentieller 
Regulator des ventralen neuro-
ektodermalen Vorläuferschicksals 
1:500 Kannichen IgG Triton-X 100 
Chemicon 
(Hofheim) 






Zelladhäsionsmolekül, welches auf 
der Oberfläche von Neuronen und 
neuralen Vorläufern exprimiert wird 
 
1:1000 Maus IgM  Chemicon (Hofheim) 
Sox2 
Transkriptionsfaktor aus der 
Sox8SRY-ähnlichen HMG box9 
Familie; wird von neuralen 
Vorläuferzellen exprimiert 
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SSEA1 










Oberflächenantigen (humane ES 
Zellen) 







Vesikulärer Glutamat-Transporter 1; 












Tab. 2.1: Verwendete primäre Antikörper 
 
2.1.5.2 Sekundäre Antikörper 
Konjugat Typ Verdünnung Hersteller 
Alexa FluorTM 488 Ziege anti-Kaninchen IgG 1:500 Invitrogen (Karlsruhe) 
Alexa FluorTM 488 Ziege anti-Meerschweinchen IgG 1:500 Invitrogen (Karlsruhe) 
Alexa FluorTM 555 Kaninchen anit-Maus IgG 1:500 Invitrigen (Karlsruhe) 
Alexa FluorTM 647 Ziege anti-Maus IgM 1:500 Invitrogen (Karlsruhe) 
Cy3 Ziege anti-Meerschweinchen IgG 1:300 
Jackson Immuno Research 
(West Grove, USA) 
Cy3 Ziege anti-Maus IgM + IgG 1:300 Jackson Immuno Research (West Grove, USA) 
Cy3 Ziege anti-Kannichen IgG 1:300 Jackson Immuno Research (West Grove, USA) 
FITC Ziege anti-Kannichen IgG 1:200 Jackson Immuno Research (West Grove, USA) 
FITC Ziege anti-Maus IgM + IgG 1:250 Jackson Immuno Research (West Grove, USA) 
HRP Anti-Kaninchen; Anti-Maus 1:500 Chemicon (Hofheim) 
 
Tab. 2.2: Verwendete sekundäre Antikörper 
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2.1.6 Primer 
Wenn es nicht anders vermerkt ist, wurde die quantitative RT-PCR für 38 Zyklen und bei 
einer Magnesiumchlorid (MgCl2) Konzentration von 3 mM durchgeführt. Für die semi-
quantitative RT-PCR wurden 35 Zyklen und eine Magnesiumchlorid (MgCl2) Konzentration 
von 3 mM gewählt. 
 













GCCGCATCGCCGGTCGG 58-69 88,5 143 
BLBP* 
CCAGCTGGGAGAAGAGTTTG 
CTCATAGTGGCGAACAGCAA 63 / 196 
CD133* 
TCAGTGAGAAAGTGGCATCG 
TGTTGTGATGGGCTTGTCAT 63 / 313 
Emx1 
AGTCCGAGCAGAAGAAGAAGG 
CAGCAGCAAGCAGCACTC 64 91 146 
Emx2 
TCCTCAACGGCTTCCACTC 




(Koch et al., 2009) 
60 / 179 
FoxG1 
CCCTCCCATTTCTGTACGTTT 
CTGGCGGCTCTTAGAGAT 65 86 203 
GAD 67 
CCATCTTCGTCCGCAACC 
GCAAACAGATTAGAGAAGTCAGTC 60 91,5 284 
GATA6 
TTCCCATGACTCCAACTTCC 
ACTTGAGCTCGCTGTTCTCG 60 89 150 
Gbx2 
TGGAGAGCGATGTGGACTAC 
CCTGTCTTGGAATTGGCATTG 62 89 342 
GFAP 
ATCAACTCACCGCCAACAGCGCC 
CTCATACTGCGTGCGGATCTCTT 63 92 346 
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(Koch et al., 2009) 
60 / 162 
HoxA2 
GAACTGCTTACACCAACAC 




(Koch et al., 2009) 




(Koch et al., 2009) 




(Koch et al., 2009) 
60 / 153 
L1 
GAGAGTGACAACGAGGAG 
GCCAATGAACGAACCATC 60 91,5 144 
L27 
GGTGGTTGCTGCCGAAATG 
ATCTCTGAAGACATCCTTATTGACG 58-69 92 325 
Nanog 
GCTTGCCTTGCTTTGAAGCA 
TTCTTGACTGGGACCTTGTC 63 86,5 255 
Nestin 
GGAGAAGGACCAAGAACTG 




(Koch et al., 2009) 




(Izrael et al., 2007) 
63 / 320 
Oct-3/4 
AGAACAATGAGAACCTTCAGGAGA 
CTGGCGCCGGTTACAGAACCAA 60 89 286 
Olig2 
CAGAAGCGCTGATGGTCATA 
TCGGCAGTTTTGGGTTATTC 63 90 207 
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(Koch et al., 2009) 
60 / 234 
Pax2* 
GGCTGTGTCAGCAAAATCCT 
CTGGGCACTGTGTCATTGTC 60 / 210 
Pax6 
TACCAACGATAACATACCAAGC 




(Izrael et al., 2007) 




(Babaie et al., 2007) 




GCGGTTGAAGGTGAGACTGG 68 95 205 
TH 
CAGTTCTCGCAGGACATTG 





GCAATAGATTTATTAAGTATCCC 63 92 237 
VGluT1 
ACCTCCATTCCACTCATCTC 
TTTGGGTATCCTTGAAACTGTC 62 89 179 
VGluT2 
AACCGCATCTACCCAAATACC 
TGAGAATGAGAATACAACAGAATAGC 62 89 199 
 
Tab. 2.3: Verwendete Primer für die quantitative und semi-quantitative RT-PCR.  
Die mit Stern (*) gekennzeichneten Primer wurden nur für die semi-quantitative RT-PCR eingesetzt. Alle Primer 
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2.1.6.1 PCR-Konditionen 
Semi-quantitative/quantitative RT-PCR  
Zeit (min)  Temperatur (°C)  Wiederholungen 
3.00   95.5 
0.20   94.5 
0.20   Variabel 
0.50   72.0 
1.00   95.0 
1.00   55.0    35/38 
10   55.0 
 
qPCR Mastermix (10 ml, Invitrogen) 
2000 µl PCR Puffer (10x), 1200 µl MgCl (50 mM), 40 µl je dNTP (100 nM), 15 µl SYBR 
Green (1:10 0000), 2 µl Fluorescein (100 !M), 6623 µl ddH2O 
 
qPCR Mastermix (10 ml, Promega) 
4000 µl Colorless Flexi Puffer (5x), 1200 µl MgCl (25 mM), 40 µl je dNTP (100 nM), 15 µl 
SYBR Green (1:10 000), 2 µl Fluorescein (100 !M), 4623 µl ddH2O 
 
semi-qPCR Mastermix (10 ml, Invitrogen) 
2000 µl PCR Puffer (10x), 600 µl MgCl (50 mM), 40 µl je dNTP (100 nM), 7240 µl ddH2O 
 
semi-qPCR Mastermix (10 ml, Promega) 




Endofree Maxi Plasmid Purification Kit   Qiagen (Düsseldorf) 
FuGENE TM 6 Roche      Roche Diagnostics (Mannheim) 
NucleofectionTM Kit     Lonza Cologne AG, 
Amaxa Biosystems (Köln) 
RNase-Free DNase Kit     Qiagen (Düsseldorf) 
Iscript RT Kit      BioRad Laboratories (München) 
RNeasy Kit       Qiagen (Düsseldorf) 
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Super Signal West Pico Kit    Pierce (Thermo Scientific, Wiesbaden) 




Abb. 2.1: Übersicht 
verwendeter Plasmide. 
(A) pT!1-EGFP: In ein pUC 
Backbone wurde unter Verwendung 
der Restriktions-schnittstellen 
HindIII und XhoI eine vierfache T!-
1 Tubulin Promotorsequenz 
eingebracht. Die EGFP-cDNA 
wurde mit Hilfe einer NotI 
Schnittstelle in das Plasmid 
subkloniert (Geschenk von S. 
Okabe). (B) pmaxGFP: In diesem 
Plasmid steht EGFP unter der 
Kontrolle des humanen 
Cytomegalovirus (PCMV)-
Promotor (Lonza Cologne AG). (C) 
pLentiLNMMR-EF1!-mRFP: Die 
Kodierungssequenz von Mono-
meric Red steht hier unter der 
Kontrolle des humanen Elongation 
Factor-1-! Promotor. (D) 
pLentiVTHM-EF1!-GFP: Die 
Koderiungssequenz von EGFP steht 
hier unter der Kontrolle des 






2.1.9.1 Lösungen für die Zellkultur 
2.1.9.1.1 Puffer 
HANKS (1x) 
1,9 g Natrium-Bicarbonat in 450 ml ddH2O und 50 ml 10xHBSS (Hanks balanced salt 
solution) lösen, pH auf 7,2 einstellen, sterilfiltrieren (0,2 !m) und bei 4 °C lagern. 
 
HEPES-Puffer (1 M) 
26 g Hepes Natrium Salz mit ddH2O auf 100 ml auffüllen, pH auf 7,4 einstellen und bei 4 °C 
lagern. 
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FACS-Puffer 
1x HBSS, 2,5 mM Hepes (pH 7,4), 30 mM D-Glucose, 1 mM CaCl2, 1 mM MgSO4, 4 mM 
NaHCO3, 1 mM EDTA, 1x Penicillin/Streptomycin und 1x Antimitotikum, auf 500 ml ddH2O 
auffüllen, steril filtrieren (0,2 !m) und bei 4 °C lagern. 
 
2.1.9.1.2 Zusätze 
cAMP (100 µg/ml) 
10 mg cAMP in 10 ml ddH20 lösen, steril filtrieren (0,2 !m), 1:10 verdünnen, aliquotieren 
und bei -20 °C lagern. 
 
Caspase-Inhibitor Z-VAD-FMK (20 mM) 
1mg Caspase-Inhibitor in 170 !l DMSO lösen, aliquotieren und bei -20 °C lagern, vor 
Gebrauch 1:20 in entsprechendem Zellkulturmedium und 10 % FCS verdünnen (2 mM). 
 
DAPT (2,5 mM) 
5 mg DAPT in 4,625 ml DMSO lösen, steril filtrieren (0,2 !m), aliquotieren und bei -20 °C 
lagern. 
 
DNase I (1 %) 
100 mg DNase I in 10 ml 1x HANKS lösen, steril filtrieren (0,2 !m), aliquotieren und bei 
-20 °C lagern. 
 
EGF (10 ng/ml) 
1 mg EGF in 10 ml 0,1 % BSA/PBS lösen (40 mg BSA in 40 ml ddH2O lösen, 23 !l Eisessig 
dazugeben und steril filtrieren), aliquotieren und bei -20 °C lagern; diese Lösung 
(c = 100 !g/ml) vor Gebrauch 1:10 verdünnen. 
 
FGF-2 (10 ng/ml) 
100 !g bFGF in 10 ml 0,1 % BSA/PBS (vorher steril filtrieren) lösen, aliquotieren und bei 
-20 °C lagern. 
 
Fibronectin (Fn; 1!g/!l) 
1 mg Fibronectin in 1 ml ddH2O lösen, steril filtrieren (0,2 !m), aliquotieren und bei -80 °C 
lagern. 
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Gelatine (0,1 %) 
0,5 g Gelatine (Typ A) mit ddH20 auf 500 ml auffüllen, 1 h bei 121 °C autoklavieren und bei 
4 °C lagern; zur Beschichtung wurden die Schalen für mindestens 20 min inkubiert. 
 
Glucose (0,1 g/ml) 




70 % Knockout-DMEM, 20 % Hyclone FBS (Fetal Bovine Serum), 10 % DMSO, immer 
frisch ansetzten und bei 4 °C lagern. 
 
hESC-NSC-Kryomedium 
90 % N2-Medium, 10 % DMSO, immer frisch ansetzten und bei 4 °C lagern oder 
serumfreies, gebrauchsfertiges Gefriermedium der Firma Sigma, bei -20 °C lagern. 
 
hESC-NSC-Kryomedium für Neurone 
Standard-Kryomedium (KM): 10 % Differenzierungsmedium, 10 % DMSO, 80 % SR 
Trehalose-Kryomedium (TKM): 21,1 % 1 M Trehalose, 10,5 % DMSO, 68,4 % SR 
Kryomedium (KM-L):  20 % 500 mM Myo-Inositol, 0,25 V% Polyvinylalkohol, 10 % 
DMSO, 65 % SR (Ladewig et al., 2008) 
hESC-NSC-Kryomedien für Neurone immer frisch ansetzten und bei 4 °C lagern. 
 
Insulin (25 mg/ml) 
1 g Insulin in 30 ml 10 mM NaOH lösen, tropfenweise 1 M NaOH zugeben bis alles gelöst 




1 mg/ml Collagenase Typ IV in Knockout DMEM lösen, steril filtrieren (0,2 !m) und bei 
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Laminin 
2 !g/ml in PBS ansetzten (gebrauchsfertig von Sigma), zur Beschichtung wurden die 
Zellkulturschalen für mindestens 3 h inkubiert. 
 
Natrium-Selenit Stocklösung (500 !M) 
86,5 mg Natrium-Selenit in 10 ml ddH2O lösen und bei -20 °C lagern (100x); 150 !l 
Stammlösung in 15 ml ddH2O lösen, aliquotieren und bei 4 °C lagern. 
 
Matrigel 
3,3 % Matrigel in Knockout-DMEM, zur Beschichtung wurden die Schalen 2 h bei 
Raumtemperatur oder über Nacht bei 4 °C inkubiert. 
 
MEF-Kryomedium 
20 % DMSO, 20 % FCS, in DMEM immer frisch ansetzten und bei 4 °C lagern. 
 
Noggin (10 !g/ml)  




40 mg Adenosin, 42,5 mg Guanosin, 36,5 mg Cytosin, 36,5 mg Uridin, 12 mg Thymidin, in 
50 ml vorgewärmten ddH2O lösen, aliquotieren und bei -20 °C lagern. 
 
Propidiumiodid (PI; 0,5 µg/ml) 
1 mg/ml Stocklösung (gebrauchsfertig von Invitrogen), unmittelbar vor Gebrauch 1:2000 in 
FACS-Puffer verdünnen. 
 
Polyornithin-Stcoklösung (PO; 1,5 mg/ml) 
100 mg PO in 67 ml ddH2O lösen, aliquotieren und bei -20 °C lagern (100x); für 1x PO: 5 ml 
100x PO-Stocklösung in 495 ml ddH2O (Millipore) ansetzten, sterilfiltrieren (0,2 !m) und bei 
4 °C lagern, Beschichtung der Zellkulturschalen für mindestens 2 h. 
 
ROCK-Inhibitor Y27632 (10 mM) 
1 mg ROCK-Inhibitor in 296 !l ddH2O lösen, aliquotieren und bei -20 °C lagern. 
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Transferrin Stocklösung (10 mg/ml) 
1 g Transferrin in 100 ml ddH2O lösen, steril filtrieren (0,2 !m), aliquotieren und bei -80 °C 
lagern. 
 
Trypsin/EDTA (1x)  
5 ml 10x Trypsin/EDTA in 45 ml PBS lösen und bei 4 °C lagern. 
 
Trypsin-Inhibitor (25 mg/ml) 
1 g Trypsin-Inhibitor in 20 ml PBS lösen (c = 50 mg/ml), aliquotieren und bei -20 °C lagern 
(100x); 1 ml 100x Trypsin-Inhibitor in 100 ml PBS lösen (c = 0,5 mg/ml), steril filtrieren 
(0,2 !m), aliquotieren und bei -20 °C lagern. 
 
2.1.9.1.3 Medien 
CM (Conditioned Medium) 
50 ml hES Zellmedium ohne FGF-2 für 106 mitotisch inaktivierte Fibroblasten, Inkubation 
über Nacht bei 37 °C, 5 % CO2, Lagerung bei -20 °C, 4 ng/ml FGF-2 vor Gebrauch 
hinzufügen und bei 4 °C lagern. 
 
EB-Medium 
20 % Serum-Replacement, 1 % Nicht-essentielle Aminosäuren, 1 mM L-Glutamin, in 
Knockout DMEM ansetzten und bei 4 °C lagern. 
 
hESC-Medium 
20 % Knockout Serum Replacement, 1 % Nicht-essentielle Aminosäuren, 1 mM L-Glutamin, 
0,1 mM 2-Mercapthoethanol, 4 ng/ml FGF-2, 80 % Knockout-DMEM, bei 4 °C lagern. 
 
ITSFn-Medium 
25 !g/ml Insulin, 100 !g/ml Transferrin, 5 ng/ml Natriumselenit, 2,5 !g/ml Fibronectin, 
20 ng/ml FGF-2, in DMEM/F12 ansetzen und bei 4 °C lagern. 
 
MEF-Medium 
10 % FCS, 1 % Natriumpyruvate, 1 % Nicht-essentielle Aminosäuren, in DMEM ansetzten 
und bei 4 °C lagern. 
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N2-Medium  




N2-Medium und 10 ng/ml FGF, 10 ng/ml EGF and 1:1000 B27 vor Gebrauch hinzufügen, bei 
4 °C lagern. 
 
Differenzierungsmedium 




50 % N2 Medium, 50 % Neurobasalmedium, 1:50 B27, bei 4 °C lagern. 
 
2.1.9.2 Lösungen für die Bakterienkultur 
LB-Agar 
10 g Trypton, 5 g Hefeextrakt, 5 g NaCl, 7 g Agar, mit ddH20 auf 1 l auffüllen, 20 min bei 
120 °C autoklavieren und bei 4 °C lagern. 
 
LB-Medium 
10 g Trypton, 5 g Hefeextrakt, 5 g NaCl, 1 ml 1 N NaOH, mit ddH20 auf 1 l auffüllen, 20 min 
bei 120 °C autoklavieren und bei 4 °C lagern. 
 
2.1.10 Lösungen für analytische Methoden 
2.1.10.1 Immunzytochemie 
Blockierungslösung 1 
10 % NGS (Normal Goat Serum) oder FCS (Fetal Calf Serum) in PBS. 
 
Blockierungslösung 2 
10 % NGS oder FCS, 0,1 % Triton-X 100 (optional) in PBS. 
 
Blockierungslösung 3 
10 % NGS oder FCS, 0,2 % Triton-X 100 (optional) in PBS. 
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Boratpuffer (pH 7,5) 
0,1 M Borax in ddH2O (Millipore, steril). 
 
DAPI-Puffer 
10 mM NaHCO3 in ddH2O lösen und pH auf 8,2 einstellen. 
 
Mowiol 




1 mg/ml Natriumazid in PBS lösen. 
 
Paraformaldehyd/PBS 
4 % Paraformaldehyd in vorgewärmten 1x PBS lösen, auf Eis abkühlen, mit 0,4 !m Filter 




10 % FCS, 1 % Natrium-Azid, 0,1 % Triton-X 100 in PBS. 
 
Blockierungslösung II (für Oberflächenantigene) 
10 % FCS, 0,1 % Natrium-Azid in PBS. 
 
2.1.10.3 RNA-Isolierung, PCR und Gelelektrophorese 
Agarosegel (1 %) 
0,5 g Agarosegel, 1 ml 50x TAE, in 49 ml ddH2O lösen und erhitzen; 10 !g/ml 




0,2 % DEPC in ddH2O (Millipore, steril) über Nacht geöffnet unter den Abzug stellen, am 
Folgetag autoklavieren. 
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Proben-Ladepuffer  
0,1 M EDTA, 60 % Sucrose, 0,04 % Bromphenol Blue, 0,04 % Xylene Cyanole, 2 % Ficole, 
in ddH2O lösen. 
 
Tris-Acetat-Puffer 50x (TAE) 
242 g Tris-Base, 57,1 ml Essigsäure (100 %) mit 5,0 M EDTA auf 100 ml auffüllen und pH 
auf 8,0 einstellen. 
 
2.1.10.4 Western Blot 
Antikörper-Blocklösung 
5 % Milchpulver in TBS-T. 
 
Blocklösung 
10 % Michpulver in TBS-T. 
 
Laemmli Probenpuffer (2x) 




5xBuffer (Tris-EDTA):  250 mM Tris-HCl (pH 7,5) , 5 mM EDTA 
5xNaCl:   750 mM NaCl 
5xDOC:    2,5 % Deoxycholicsäure, Natrium Salz in ddH2O 
5xSDS:    0,5 % Laurylsulfat, Natrium Salz in ddH2O 
5xIgepal:    5 % Igepal in ddH2O 
Für 1 ml Lysis-Puffer (RIPA-Puffer) werden 200 !l jeder Stocklösung mit 10 !l Protease 
Inhibitor Cocktail (1:100) gemischt. 
 
5x Running buffer 
25 mM Tris, 956 mM Glycin, 0,5 % SDS mit H2O auf 1000 ml. 
 
Sammelgel 
1,15 ml ddH2O, 0,33 ml 30%iges Acrylamidgemisch, 0,5 ml 0,5M Tris HCl, 0,02 ml 10%iges 
SDS, 0,02 ml 10 % APS, 0,002 ml TEMED. 
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SDS-PAGE Trenngel (10 %) 
2 ml ddH2O, 1,7 ml 30%iges Acrylamidgemisch, 1,3 ml 1,5 M Tris HCl, 0,05 ml 10%iges 
SDS, 0,05 ml 10%iges APS, 0,002 ml TEMED. 
 
TBS-Puffer 
10 mM Tris-HCl (pH 7,5), 150 mM NaCl. 
 
TBS-Tween-Puffer (TBS-T) 
20 mM Tris-HCl (pH 7,5), 150 mM NaCl, 0,05 % Tween20. 
 
10x Transfer-Puffer 
25 mM Tris HCl, 192 mM Glycin mit H2O auf 1000 ml, vor Gebrauch 20 % Methanol 
hinzufügen. 
 
1 x Transfer-Puffer 




200 µl Bactro-Trypsin in ddH2O (Millipore). 
 
Fixativ 




5 % Accustain in ddH2O (Millipore). 
 
KCl (0,075 M) 
5,6 g/l KCl in ddH2O (Millipore). 
 
2.1.10.6 Fluoreszenz-In-situ-Hybridisierung (FISH) 
Waschlösung I  
0,7xSSC, 0,3 % NP-40, auf pH 7,0 - 7,5 einstellen. 
  Material und Methoden 
   62 
Waschlösung II  




120 mM Kaliumgluconat, 20 mM KCl, 10 mM NaCl, 10 mM EGTA, 1 mM CaCl2, 4 mM 
MgATP, 0,4 mM NaGTP, 10 mM HEPES/KOH (pH 7,2). 
 
Extrazelluläre-Lösung 
140 mM NaCl, 3 mM KCl, 2 mM CaCl2, 1 mM MgCl2, 25 mM D-Glukose, 10 mM 
HEPES/NaOH (pH 7,35). 
 
2.2 Zelllinien 
Für diese Arbeit wurden neurale Stammzellen verwendet, die nach dem in 2.3.4 
beschriebenen Protokoll (Zhang et al., 2001; Koch et al., 2009) aus den hESC-Linien H9.2 
und I3 abgeleitet wurden. Für die direkte neurale Induktion adhärenter Kulturen wurde die 
hESC-Linie H9 eingesetzt. Zur Kokultur und zur Gewinnung von konditioniertem Medium 
wurden durch #-Bestrahlung mitotisch inaktivierte primäre embryonale Fibroblasten der Maus 
(MEFs; gewonnen aus dem Stamm CD1, Charles River, Sulzfeld) verwendet. Die hESC-
Linien wurden von Joseph Itskovitz-Eldor, Haifa, Israel (Amit et al., 2000) bezogen. 
 
2.3 Zellbiologische Methoden/ hESC-Kultur 
2.3.1 Fibroblasten für die hESC-Kultur 
2.3.1.1 Präparation primärer muriner embryonaler Fibroblasten (MEF) 
Für die Aufrechterhaltung der Pluripotenz der verwendeten hESC-Linien ist die Kokultur mit 
mitotisch inaktivierten murinen Fibroblasten notwendig. Diese MEFs werden einen Tage vor 
den hESCs aufgetaut, um eine möglichst konfluente Verteilung der Zellen zu erreichen. 
Am Tag 13,5 oder 14,5 der Embryonalentwicklung wurden Mäuse des Stammes CD1 
präpariert. Nachdem der Kopf entfernt und die inneren Organe entnommen wurden, wurde 
das verbleibende Bindegewebe mit frischen PBS gewaschen und mit einer Schere fein 
zerkleinert. Anschließend wurden diese Gewebestücke in 50 ml 1,5x Trypsin/EDTA 
resuspendiert und in einen Erlenmeyerkolben mit Glaskugeln (Ø 4 mm) überführt. Nach 
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30-minütigem Rühren auf einem Magnetrührer (50 rpm) bei 37 °C wurde das Trypsin durch 
Zugabe von 50 ml FCS-haltigem MEF-Medium inaktiviert. Zur Entfernung der Glaskugeln 
und verbleibender Gewebestücke, wurde die Zellsuspension gesiebt und  bei 1200 rpm für 
5 min abzentrifugiert. Nach Resuspendieren des Pellets wurden die vereinzelten Zellen in 
einer Dichte von 5x106 Zellen pro 15 cm Zellkulturschale ausplattiert und bei 37 °C und 5 % 
CO2 inkubiert. Nach 3 bis 4 Tagen wurde ein Mycoplasmen-Test durchgeführt. Dazu wurde 
etwas Medium der subkonfluenten Schalen abgenommen und das Mycoplasma Plus PCR 
Primer Set nach Anweisungen des Herstellers verwendet. Bei Erreichen der Konfluenz und 
einem negativem Mycoplasma-Testergebnis wurden die Zellen eingefroren. Dafür wurden die 
Schalen zunächst zweimal mit PBS gewaschen, für 5 min mit 1x Trypsin/EDTA bei 37 °C 
inkubiert, nachfolgend mit FCS-haltigem MEF-Medium abgespült und für 5 min bei 
1200 rpm abzentrifugiert. Pro 15 cm Zellkulturschale wurde das Pellet in 1 ml MEF-Medium 
resuspendiert. Anschließend wurden die Zellen in Kryoröhrchen à 1 ml Zellsuspension nach 
der Zugabe DMSO-haltigem MEF-Gefriermediums im Verhältnis 1:1 eingefroren. Hierzu 
wurden die Kryoröhrchen zunächst in Styroporboxen für 1 h bei -20 °C und anschließend 
über Nacht bei -80 °C gelagert. Die Langzeitlagerung erfolgte hingegen in flüssigem 
Stickstoff. 
 
2.3.1.2 Kultivierung primärer muriner embryonaler Fibroblasten (MEF) 
Das Auftauen der sich in Röhrchen befindlichen kryokonservierten MEFs erfolgte zügig bei 
37° C im Wasserbad. Nach dem Überführen in 5 ml vorgelegtes MEF-Medium pro 
Kryoröhrchen wurde die Zellsuspension bei 1200 rpm für 5 min abzentrifugiert, in MEF-
Medium resuspendiert und auf eine 15 cm Zellkulturschale pro Kryoröhrchen ausplattiert. Bis 
zur Konfluenz wurden die Schalen bei 37 °C und 5 % CO2 inkubiert. Die Zellen wurden 
anschließend wie unter 2.3.1.1 abtrypsiniert und im Verhältnis 1:3 erneut ausplattiert. Das 
Propagieren der Zellen erfolgte maximal bis zur vierten Passage. 
 
2.3.1.3 Mitotische Inaktivierung muriner embryonaler Fibroblasten durch #-
Bestrahlung 
Damit die murinen Fibroblasten mit ihrer schnelleren Wachstumsrate die hESC-Kultur nicht 
überwachsen, wurden diese durch #-Bestrahlung mitotisch inaktiviert. 
Die Zellen wurden wie bereits beschrieben abtrypsiniert (vgl. 2.3.1.1). Anschließend wurde 
das Zellpellet von 25 15 cm Zellkulturschalen in 35 ml MEF-Medium resuspendiert und in 
eine T125-Zellkulturflasche überführt. Die #-Bestrahlung fand in der Funktionseinheit 
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Strahlentherapie der Radiologischen Universitätsklinik Bonn statt. Sie erfolgte an einem 
medizinischen Linearbeschleuniger (MEVATRON MD2, Siemens) mit 6 MV Photonen im 
Dosismaximum (17 mm) oder alternativ in einem gewebeäquivalenten Festkörperphantom 
(RW3, PTW Freiburg) bei einem Fokus-Haut-Abstand von 100 cm. Die Fibroblasten wurden 
mit 15 Gy Einzeldosis bestrahlt. Das nachfolgende Einfrieren der #-bestrahlten MEFs erfolgte 
wie bereits unter 2.3.1.1 beschrieben, wobei die Zellzahl auf 2,4x106 Zellen pro Kryoröhrchen 
eingestellt wurde. 
 
2.3.1.4 Auftauen von #MEF 
Das serumfreie Medium, welches hier für die hESC-Kultur verwendet wurde, ist nur bedingt 
zur Kultivierung von Fibroblasten geeignet. Die Fibroblasten nehmen unter diesen 
Bedingungen eine spindelförmige Struktur an und lösen sich nach etwa 1 Woche von der 
Zellkulturschale ab. Daher wurden die #MEFs zuerst in serumhaltigem Medium ausgesät und 
nur wenige Tage nach dem Plattieren für die hESC-Kultur verwendet. 
Für das Auftauen der #MEF wurden zunächst Sechs-Well-Zellkulturplatten für 20 min bei 
Raumtemperatur mit 0,1 % Gelatine beschichtet. Kryoröhrchen mit #MEFs wurden zügig im 
Wasserbad bei 37 °C aufgetaut und in ein 15 ml Falcon-Röhrchen mit 5 ml MEF-Medium pro 
Kryoröhrchen überführt. Die Röhrchen wurden mit 1 ml Medium gespült. Anschließend 
wurden die Zellen bei 1200 rpm für 5 min zentrifugiert, der Überstand abgesaugt, das Pellet 
in 6 ml MEF-Medium pro Kryoröhrchen resuspendiert und jeweils auf zwei Gelatine-
beschichtete Sechs-Well-Zellkulturplatten ausplattiert. Vor dem Aussäen von hESCs darauf, 
wurden die Fibroblasten mindestens über Nacht bei 37 °C und 5 % CO2 im Brutschrank 
inkubiert. Für die hESC-Kulturen wurden diese #MEFs für höchstens 3 Tage nach dem 
Ausplattieren verwendet. 
 
2.3.1.5 Gewinnung konditionierten Mediums von #MEF 
HESCs können alternativ zur Kokultur mit #MEFs auch in Gegenwart von Fibroblasten-
konditioniertem Medium (CM, conditioned medium) auf Matrigel®-beschichteten 
Zellkulturschalen kultiviert werden. 
Zur Gewinnung konditionierten Mediums wurden zunächst 15 cm Zellkulturschalen für 
20 min bei Raumtemperatur mit 0,1 % Gelatine beschichtet. Wie bereits unter 2.3.1.4 
beschrieben wurden kryokonservierte #MEFs zügig im Wasserbad bei 37 °C aufgetaut und in 
vorgelegtes MEF-Medium überführt. Anschließend wurde die Zellsuspension bei 1200 rpm 
für 5 min abzentrifugiert und in MEF-Medium resuspendiert. Nachfolgend wurden 7,2x106 
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Fibroblasten pro Gelatine-beschichteter 15 cm Zellkulturschale ausplattiert. Die Schalen 
wurden über Nacht bei 37 °C und 5 % CO2 inkubiert, bevor das MEF-Medium durch 50 ml 
hESC-Medium mit 4 ng/ml FGF-2 ersetzt wurde. Das CM wurde dann alle 24 h geerntet, über 
eine 0,22 !m Filtereinheit sterilfiltriert und für bis zu 4 Wochen bei -20 °C gelagert. Die 
Fibroblasten wurden spätestens nach 7 Tagen verworfen. 
 
2.3.2 Kultivierung von hESCs 
2.3.2.1 Auftauen von hESCs 
Da hESCs eine relativ niedrige Einfrier- und Auftaueffizienz aufweisen und neben einer 
geringen Überlebensrate auch die Spontandifferenzierung nach dem Auftauen zunächst hoch 
ist, werden hESCs möglichst in Dauerkultur gehalten und nur so selten wie möglich 
aufgetaut. 
Hierzu wurde ein Kryoröhrchen mit hESCs zügig im Wasserbad bei 37 °C aufgetaut. Die 
Zellen wurden anschließend in ein 15 ml Falcon-Röhrchen mit 5 ml vorgelegtem hESC-
Medium überführt. Während der Zentrifugation der Zellen bei 800 rpm für 3 min, wurde das 
Medium eines mit #MEFs beschichteten Wells einer Sechs-Well-Zellkulturplatte abgesaugt 
und durch 1 ml hESC-Medium ersetzt. Anschließend wurde das Zellpellet vorsichtig in 1 ml 
hESC-Medium resuspendiert, wobei darauf geachtet wurde, Zellaggregate nicht zu stark zu 
zerkleinern. Nachfolgend wurden die Zellen gleichmäßig auf das #MEF-beschichtete Well 
ausplattiert und bei 37 °C und 5 % CO2 im Brutschrank inkubiert. 
 
2.3.2.2 Passagieren von hESCs 
Um eine gute Plattierungseffizienz zu erhalten und Spontandifferenzierung sowie Karyotyp-
Veränderungen zu verhindern, werden hESCs möglichst in kleinen Zellverbänden/Kolonien 
passagiert. Zur Passagierung der hESCs wird daher Kollagenase IV in Kombination mit 
mechanischen Verfahren verwendet, und nicht das zum Passagieren gängige Trypsin, da es 
Zellverbände auflöst. 
Bei den hESCs wurde das Kulturmedium täglich erneuert und die Zellen wurden alle 3 bis 6 
Tage passagiert. Das Medium wurde dafür zunächst abgenommen und die Zellen für 45 min 
mit 1 mg/ml Kollagenase IV (0,5 ml pro Well) bei 37 °C inkubiert. Die Enzymreaktion wurde 
daraufhin mit 1 ml hESC-Medium pro Well abgestoppt. Die Kolonien wurden dann von der 
Zellkulturplatte abgespült oder vorsichtig mit der Spitze einer 5 ml Zellkulturpipette 
abgekratzt und für 3 min bei 800 rpm abzentrifugiert. Das Pellet wurde anschließend in 1 ml 
hESC-Medium aufgenommen, wobei die hESC- Aggregate mit einer 1000 !l 
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Eppendorfpipette resuspendiert wurden. Nachfolgend wurden die Zellen im Verhältnis 1:1 bis 
1:6 in hESC-Medium auf mit #MEF-beschichteten Sechs-Well-Zellkulturplatten ausplattiert. 
Die hESCs wurden spätestens nach 8 Tagen auf frische Fibroblasten umgesetzt. 
 
2.3.2.3 Entfernen differenzierter Kolonien aus hESC-Kulture 
hESCs weisen auch in Gegenwart von Feederzellen eine gewisse Spontandifferenzierungrate 
auf, wobei die differenzierten Zellen meist schon beim Passagieren verloren gehen. Ist der 
Anteil an differenzierten Kolonien dennoch zu hoch, müssen diese Kolonien manuell entfernt 
werden. Verlust einer klaren Umgrenzung der Kolonie und Bildung von Strukturen innerhalb 
der Kolonie sind Anzeichen von Differenzierung. 
Die manuelle Entfernung differenzierter Kolonien erfolgte unter Einsatz eines Binokulars in 
einer horizontalen Sterilbank. Differenzierte Kolonien wurden mittels einer mit einer Kanüle 
(26g 3/8, 0.45x10) versehenen 1 ml Injektionsspritze aus der Kultur entfernt. Nachfolgend 
wurde die Kultur wie unter 2.3.2.2 beschrieben passagiert. 
 
2.3.2.4 Feeder-freie Kultivierung der hESCs 
Die Feeder-freie Kultivierung erfolgte unter Verwendung von Matrigel®, welches über Nacht 
bei 4° C auf Eis aufgetaut und in eiskaltem Knockout-DMEM 1:30 verdünnt wurde. Damit 
wurden Sechs-Well-Zellkulturplatten oder 3,5 cm Zellschalen über Nacht bei 4 °C oder für 
2 h bei Raumtemperatur beschichtet. Nach entsprechender Inkubationszeit wurde das 
Matrigel® von den Zellkulturplatten oder Schalen entfernt. Anschließend konnten hESCs wie 
unter 2.3.2.2 beschrieben auf die beschichteten Schalen passagiert werden. Als Kulturmedium 
wurde Fibroblasten-konditioniertes Medium (CM) verwendet. 
 
2.3.2.5 Einfrieren von hESCs 
Beim Einfrieren wurden hESCs mit Kollagenase IV von den Zellkulturplatten abgelöst und 
abzentrifugiert (vgl. 2.3.2.2). In Abhängigkeit von der Dichte der Kultur wurden ein bis drei 
Wells pro Kryoröhrchen eingefroren. Das Zellpellet wurde zur Erhaltung der Zellaggregate 
nur mit einer 5 ml Zellkulturpipette in 0,5 ml hESC-Medium pro Kryoröhrchen vorsichtig und 
langsam resuspendiert. Anschließend wurde tropfenweise hESC-Kryomedium, welches 
0,5 ml DMSO enthielt, pro Kryoröhrchen dazugegeben und je 1 ml Zellsuspension pro 
Kryoröhrchen aliquotiert. Dann erfolgte das kontrollierte Einfrieren der Zellen in einem 
Gefrierbehälter bei -80 °C, wobei die Zellen hierbei um 1 °C/min heruntergekühlt wurden. 
Am nächsten Tag erfolgte die Überführung der Zellen in flüssigen Stickstoff. 
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2.3.2.6 Adhärente neurale Differenzierung von hESCs 
Die direkte neurale Konvertierung der hESCs erfolgte auf mit Matrigel®-beschichteten 
Sechs-Well-Zellkulturplatten (vgl. 2.3.2.4). Zunächst wurden zu 80 % konfluente hESCs im 
Verhältnis 1:5 (vgl. 2.3.2.2) auf Matrigel®-beschichtete Schalen passagiert. Am nächsten Tag 
wurde die neurale Induktion durch die Überführung der Zellen in N2B27-Medium (DMEF/12 
mit N2 und Neurobasal mit B27 im Verhältnis 1:1) in Gegenwart von Noggin gestartet 
(20 ng/ml). Ein Mediumwechsel erfolgte alle 2 Tage. Die Zugabe von Noggin erfolgte 
ebenfalls alle 2 Tage beim Mediumwechsel. Die Zellen wurden über einem Zeitraum von 
7 Tagen in Gegenwart von Noggin kultiviert. Zusätzlich zu Noggin erhielt ein Teil der Zellen 
am 4. Tag der Differenzierung für 3 Tage den Notch-Inhibitor N-[(3,5-
Difluorophenyl)acetyl]-[L-alanyl-2-phenyl]-glycine-1,1-dimethylethyl-ester (DAPT; 2,5 !M). 
Nach der anfänglichen neuralen Induktion in Gegenwart von Noggin soll die Zugabe von 
DAPT die Differenzierung der neuralen Zellpopulation in Neurone fördern. 
 
2.3.3 Herstellung hESC-abgeleiteter neuraler Stammzellen (hESC-NSC) 
Die hier angewendete Differenzierungsmethode zur Gewinnung von hESC-NSCs basiert auf 
den Differenzerungsprotokollen von Zhang et al. (2001) und Koch et al. (2009). 
 
2.3.3.1 Herstellung von Embryoidkörpern 
Unter geeigneten Kulturbedingungen bilden ESCs (Abb. 2.2 A) sog. Embryoidkörper (EBs). 
Diese Sphäroide entstehen durch Aggregation von ESCs, wobei die darin enthaltenen Zellen 
spontan in Derivate aller drei Keimblätter differenzieren (Abb. 2.2 B). 
Nach 3-4 Tagen auf Fibroblasten wurden aus den hESCs EBs gebildet. Pro Zellkulturplatte 
wurde jeweils 3 ml EB-Medium in drei unbeschichtete 6 cm Petrischalen vorgelegt. 
Anschließend wurden hESCs mit Kollagenase abgelöst (vgl. 2.3.2.2) und abzentrifugiert, 
wobei die Zellen nicht vereinzelt wurden, sondern als Zellaggregate von der Schale gespült 
wurden. Nachfolgend wurde das Pellet vorsichtig in 3 ml EB-Medium resuspendiert und die 
Zellaggregate auf Petrischalen in Suspensionskultur gebracht. Daraufhin erfolgte jeden 
zweiten Tag ein Mediumwechsel, indem jeweils die EBs von drei Pertischalen in ein 15 ml 
Falcon-Rröhrchen überführt und zur Sedimentation gebracht wurden. Anschließend wurde 
das Medium abgesaugt und durch frisches Medium ersetzt. Die EBs wurden vorsichtig 
resuspendiert und auf die Petrischalen zurückgegeben. Nach 4 Tagen in Suspension wurden 
die EBs auf Zellkulturschalen plattiert (vgl. 2.3.3.2). 
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Abb. 2.2: Mikroskopische Aufnahmen der neuralen Differenzierung von hESCs. 
(A) Undifferenzierte hESCs wachsen als Kolonien auf einem Rasen mitotisch inaktiver muriner embryonaler 
Fibroblasten. (B) Durch Aggregation undifferenzierter hESCs entstandene Embryoidkörper (EBs). (C) Bildung 
von Neuralrohr-ähnlichen Strukturen (Rosetten) nach Plattieren auf Polyornithin. (D) Aggregation der manuell 
gepickten Rosetten-Strukturen zu Neurosphären. (E) Phasenkontrastaufnahme einer nahezu konfluent-
gewachsenen homogenen Monolayerkultur der durch Einzelzellsuspension aus den Neurosphären erhaltenen 
neuralen Zellen. Diese Zellen zeigen eine rosettenartige Anordnung in der adhärenten Monolayerkultur (E, 
markierter Bereich). 
 
2.3.3.2 Plattieren der EBs und Transfer zu ITSFn 
Um die Selektion von bestimmten Zelltypen zu erleichtern, werden die EBs plattiert, wodurch 
Zellen aus den Zellaggregaten auswandern können (Abb. 2.2 C). Das Überleben neuraler 
Vorläuferzellen wird durch die Verwendung eines speziellen serumfreien Mediums gefördert 
und das Wachstum anderer Zellen inhibiert. 
Für diesen Schritt wurden 4 Tage alte EBs verwendet. Wie beim Mediumwechsel (vgl. 
2.3.3.1) wurden die Zellaggregate in 15 ml Falcon-Röhrchen aufgefangen. Nach dem 
Absinken der EBs wurde der Überstand bis auf 1,5 ml abgesaugt und die Zellaggregate 
wieder vorsichtig in EB-Medium resuspendiert. Anschließend wurden EBs aus insgesamt drei 
Petrischalen auf vier bis sechs Polyornithin (PO)-beschichtete 6cm Zellkulturschalen 
gleichmäßig verteilt. Zwei Tage später wurde die neurale Selektion durch die Überführung 
der Zellen in ITSFn-Medium in Gegenwart von FGF-2 gestartet (Endkonzentration 
hFn = 2,5 !g/ml und FGF-2 = 2 !g/ml). Ein Mediumwechsel erfolgte alle 2 Tage. Die Zellen 
wurden über einem Zeitraum von 8 Tagen in ITSFn kultiviert. 
 
 
  Material und Methoden 
   69
2.3.3.3 Manuelle Isolierung der neuralen Zellstrukturen 
Unter den gegeben selektiven Kulturbedingungen in Gegenwart von FGF-2 wandern nach 
5 Tagen flache Zellen aus den plattierten EBs aus. Etwa zur gleichen Zeit beginnt die Bildung 
der sog. Rosetten-Strukturen. Dabei handelt es sich um Zellcluster, die eine Neuralrohr-
ähnliche Struktur aufweisen (Abb. 2.2 C). Nach etwa 8 - 10 Tagen weist die Mehrheit der 
plattierten EBs solche Strukturen auf. Diese neuralen Zellcluster werden nun manuell gepickt 
und in Suspensionskultur gebracht. Als Ausgangspunkt dienen 8 - 10 Tage in ITSFn 
kultivierte Zellen. 
Die manuelle Isolierung dieser neuralen Zellcluster erfolgte unter Einsatz eines Binokulars in 
einer horizontalen Sterilbank. Die Neuralrohr-ähnlichen Zellcluster wurden mittels einer mit 
einer Kanüle (26g 3/8, 0.45x10) versehenen 1ml-Injektionsspritze von der Schale gepickt und 
als Zellaggregate aus der Kultur isoliert. 
 
2.3.3.4 Neurosphärenkultur 
Die manuell isolierten neuralen Zellcluster sollen in diesem Stadium selektiv angereichert und 
zur Proliferation gebracht werden. Dazu werden die Zellaggregate in N2-Medium überführt 
und in Anwesenheit von FGF-2 und Heparin kultiviert (Abb. 2.2 D). FGF-2 fördert das 
Wachstum der multipotenten neuralen Vorläuferzellen bzw. Stammzellen, wohingegen 
Heparin den Erhalt der Zellaggregate unterstützten soll. 
Für die Neurosphärenkultur wurden die isolierten neuralen Zellcluster von jeweils drei 
Zellkulturschalen in 15 ml Falcon-Röhrchen überführt und bei 300 rpm für 1 min 
abzentrifugiert. Anschließend wurden die Zellaggregate in 3 ml N2-Medium zweimal 
vorsichtig resuspendiert und auf 10 cm Petrischalen mit 7 ml N2-Medium in 
Suspensionskultur gebracht. Dem Medium wurden FGF-2 in einer Konzentration von 
20 ng/ml und Heparin in einer Konzentration von 10 ng/ml hinzugefügt. Das Medium wurde 
wie bei den EB-Kulturen (vgl. 2.3.3.1) alle 2 Tage gewechselt. Ebenso wurden FGF-2 und 
Heparin alle 2 Tage beim Mediumwechsel hinzugegeben. Die Kulturen wurden einmal die 
Woche 1:2 passagiert, indem die Neurosphären mit einer 1000 µl Pipette klein trituriert 
wurden. Die Kultivierung der Neurosphären erfolgte über einen Zeitraum von 2 Wochen. 
 
2.3.3.5 Adhärente neurale Kultur und Transfer in N2FEB 
Die Neurosphären sollen in diesem Stadium in eine adhärente und proliferative Kultur 
überführt werden. Für diesen Schritt ist ein Vereinzeln der Zellen unerlässlich. Hierbei 
werden die Zellen weiterhin in N2-Medium kultiviert und neben FGF-2 auch in Gegenwart 
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von EGF und B27 inkubiert (Abb. 2.2 E). Durch Überführung in ein FGF-2/EGF-haltiges 
Medium können multipotente neurale Vorläuferzellen bzw. Stammzellen (NSCs) angereichert 
werden. B27 unterstützt Proliferation und Überleben der neuralen Zellen. Als Ausgangspunkt 
hierfür dienen ein bis 2 Wochen alte Neurosphärenkulturen. 
Vor der Vereinzelung der Neurosphären wurden zunächst 3,5 cm Schalen mit 1x PO 
beschichtet. Nach einer Inkubation von mindestens 3 h wurden die Zellkulturschalen zweimal 
mit 1x PBS gewaschen und anschließend mit Laminin (Ln; 2 µg/ml) bei 37 °C oder bei 4 °C 
über Nacht inkubiert. Für die Einzelzellsuspension wurden die 2 - 3 Wochen alten 
Neurosphären einer 10 cm Petrischale wie beim Mediumwechsel (vgl. 2.3.3.5) in ein 15 ml 
Falcon-Röhrchen überführt und anschließend zur Sedimentation gebracht. Das Medium 
abgesaugt und die Zellaggregate 5 - 10 min bei 37 °C mit Trypsin/EDTA inkubiert. Das 
Trypsin wurde daraufhin durch Zugabe des Trypsin-Inhibitors neutralisiert. Durch Zugabe 
einer 0,1%igen DNase-Lösung (in HANKS) wurde ein Verklumpen der Zellen durch die 
freigesetzte DNA verhindert. Die Zellsuspension wurde vorsichtig unter Verwendung von 
drei geflämmten Pasteurpipetten, deren Öffnungen graduell verkleinert wurden, oder durch 
die Verwendung einer 1000 µl Pipette zu einer Einzelzellsuspension trituriert. Anschließend 
wurde die Zellsuspension durch ein 40 !m Zellsieb in ein 50 ml Falcon-Röhrchen überführt 
und das Sieb mit 5 ml N2-Medium gespült. Durch die Filtration wurden alle verbliebenen 
Zellklümpchen entfernt. Die Zellen wurden bei 1000 rpm für 5 min zentrifugiert, der 
Überstand abgesaugt und die Zellen in N2-Medium resuspendiert. FGF-2 und B27 wurden in 
einer Konzentration von 10 ng/ml bzw. 1 µl/ml dem Medium hinzugefügt. Aufgrund des 
relativ hohen Zelltods wurde am darauf folgenden Tag das Medium gewechselt. Die 
Wachstumsfaktoren wurden alle 24 h erneut hinzugefügt und das Medium alle 2 Tage 
gewechselt. 
Sobald die Zellen eine Konfluenz von 90-100 % erreicht hatten, wurden sie 1:2 passagiert. 
Die Zellen wurden hierfür einmal mit PBS gewaschen und mit Trypsin/EDTA enzymatisch 
von der Schale gelöst. Nach Überführen der Zellsuspension in ein 15 ml Falcon-Röhrchen 
wurde die Schale mit 2 ml N2-Medium nachgespült. Die Zellen wurden bei 1000 rpm für 
5 min zentrifugiert und das Pellet in N2-Medium resuspendiert. Anschließend wurden die 
Zellen unter Zugabe von FGF-2 (10 ng/ml) und B27 (1 µl/ml) erneut auf PO/Ln-beschichtete 
Schalen ausplattiert. Ab Passage drei erfolgte die weitere Kultivierung dieser Zellen in N2-
Medium in Gegenwart von FGF-2 (10 ng/ml), EGF (10 ng/ml) und B27 (1 µl/ml) (N2FEB-
Medium). Überzählige Zellen wurden in Gefriermedium kryokonserviert (vgl. 2.3.4.3). 
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2.3.4 Kultivierung hESC-abgeleiteter neuraler Stammzellen (hESC-NSC) 
2.3.4.1 Auftauen der hESC-NSCs 
Die Lagerung der kryokonservierten hESC-NSCs erfolgte im flüssigen Stickstoff. Zum 
Auftauen wurde ein Kryoröhrchen mit hESC-NSCs zügig im Wasserbad bei 37 °C aufgetaut. 
Die Zellen wurden anschließend in ein 15 ml Falcon-Röhrchen mit 5 ml vorgelegtem 
N2-Medium überführt. Während der Zentrifugation der Zellen bei 1000 rpm für 5 min, wurde 
je 1,5 ml N2-Medium sowie die Faktoren FGF-2 (10 ng/ml), EGF (10 ng/ml) und B27 
(1 µl/ml) auf zwei Wells einer mit PO/Ln beschichteten Sechs-Well-Zellkulturplatte vorgelegt 
(N2FEB-Medium). Das Zellpellet wurde dann vorsichtig in 1 ml N2FEB-Medium 
resuspendiert. Nachfolgend wurden die Zellen gleichmäßig ausplattiert und bei 37 °C und 5 % 
CO2 im Brutschrank inkubiert. Die weitere Kultivierung erfolgte auf mit PO/Ln beschichteten 
Sechswellplatten oder auf 10 cm Schalen. 
 
2.3.4.2 Passagieren der hESC-NSCs 
Zur Passagierung der hESC-NSCs wird das Zellverband-auflösende Trypsin/EDTA 
verwendet. Um eine gute Plattierungseffizienz zu erreichen und Spontandifferenzierung sowie 
Karyotyp-Veränderungen zu verhindern, werden die hESC-NSCs nur für kurze Zeit mit 
Trypsin behandelt. 
Um die Multipotenz und die Proliferation der hESC-NSCs zu erhalten wurde täglich FGF-2, 
EGF und B27 in einer Konzentration von 10 ng/ml bzw. 1 µl/ml ins Medium gegeben. Das 
Kulturmedium wurde alle 2 Tage erneuert, wobei die hESC-NSCs alle 3-4 Tage passagiert 
wurden. Dafür wurde zunächst das Medium abgenommen, die Zellen 1x mit PBS gewaschen 
und 1 min mit Trypsin/EDTA (0,5 ml pro Well) bei 37 °C inkubiert. Die Enzymreaktion 
wurde daraufhin mit dem gleichen Volumen Trypsin-Inhibitor (TI) pro Well abgestoppt. Die 
Zellen wurden dann mit einer 5 ml Pipette von der Zellkulturplatte abgespült, in ein 15 ml 
Falcon-Röhrchen gegeben und für 5 min bei 1000 rpm abzentrifugiert. Anschließend wurde 
das Pellet in einem entsprechenden Volumen N2FEB-Medium aufgenommen, wobei die 
hESC-NSCs mit einer 5 ml Pipette resuspendiert wurden (vgl. 2.3.4.1). Nachfolgend wurden 
die Zellen im Verhältnis 1:2 oder 1:3 in N2FEB-Medium auf mit PO/Ln beschichteten Sechs-
Well-Zellkulturplatten oder 10 cm Schalen ausplattiert. Die Inkubation erfolgte bei 37 °C und 
5 % CO2 im Brutschrank. Nach Erreichen einer Konfluenz von 90-100 % wurden die Zellen 
erneut passagiert. Dies erfolgte in der Regel alle 3 - 4 Tage. 
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2.3.4.3 Einfrieren der hESC-NSCs 
Beim Einfrieren wurden hESC-NSCs wie beim Passagieren mit Trypsin/EDTA von den 
Zellkulturplatten abgelöst und abzentrifugiert (vgl. 2.3.4.2). In Abhängigkeit von der Dichte 
der Kultur wurden drei bis sechs Wells pro Kryoröhrchen eingefroren. Das Zellpellet wurde 
dazu mit einer 5 ml Zellkulturpipette in 1 ml 1x Gefriermedium (Sigma) oder in mit 10 % 
DMSO versetzen N2-Medium pro Kryoröhrchen vorsichtig resuspendiert. Anschließend 
erfolgte das kontrollierte Einfrieren der Zellen in einem mit Isopropanol gefüllten 
Gefrierbehälter bei -80 °C, wobei die Zellen hierbei um 1 °C/min heruntergekühlt wurden. 
Am nächsten Tag erfolgte die Überführung der Zellen in flüssigen Stickstoff. 
 
2.3.4.4 Differenzierung der hESC-NSCs 
Die in vitro Differenzierung der hESC-NSCs wurde durch Wachstumsfaktorentzug und 
Überführen in ein B27- und cAMP-haltiges Medium eingeleitet (Differenzierungsmedium). 
Die Zugabe von B27-Supplement fördert das Überleben und die Langzeitkultivierung der 
differenzierten Neuronen. Ein Mediumswechsel erfolgte alle 2 Tage. Die hESC-NSCs 
beginnen zuerst in neuronale und nach einer längeren Entzugszeit (> 14 Tage) auch in gliale 
Zellen zu differenzieren. 
 
2.3.4.5 Einfrieren der über FACS aufgereinigten neuronalen Zellen 
Da hESC-abgeleitete neuronale Zellen eine relativ niedrige Einfrier- und Auftaueffizienz 
aufweisen und zudem eine geringe Überlebensrate zeigen, sind konventionelle Gefriermedien 
für bereits vordifferenzierte Zellen meist ungeeignet. Um die Einfrier- und Auftaueffizienz, 
sowie die Überlebensrate der neuronalen Zellen zu erhöhen, wurden verschiedene 
Einfriermedien und der ROCK-Inhibitor Y27632 vor, während und nach dem Einfrierprozess 
getestet. Des Weiteren wurde der allgemeinen Caspase Inhibitor Carbobenzoxy-Valyl-Alanyl-
Aspartyl-[O-Methyl]-fluoromethylketon (z-VAD-FMK) verwendet. 
Die mittels FACS angereicherten, neuronalen L1-positive Zellpopulationen wurden zunächst 
bei 1000 rpm 4 min abzentrifugiert. In einer Zelldichte von 5x105 Zellen wurde das Zellpellet 
in 300 µl Medium resuspendiert und vor dem Einfrieren 20 min mit oder ohne ROCK-
Inhibitor Y27623 (10 µM) inkubiert. Der zellpermeable, selektive Inhibitor der Rho-
assozierten Kinase (ROCK-Inhibitor Y27623) wirkt Apoptose-hemmend und fördert die 
Überlebensrate von Einzelzellen (Watanabe et al., 2007). Parallel wurden Zellen vor dem 
Einfrieren für 20 min mit 500 nM des allgemeinen Caspase Inhibitors z-VAD-FMK inkubiert 
(vgl. Ladewig, et al. 2008). Nach der Zentrifugation wurde das Zellpellet vorsichtig mit einer 
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1ml-Zellkulturpipette in 300 µl Gefriermedium vorsichtig resuspendiert und in ein 1 ml 
Kryoröhrchen überführt. Als Gefriermedien wurden entweder ein Standardkryomedium 
(KM), welches DMSO (10 %), Zellkulturmedium (10 %) und Serum-Replacement 
(SR; 80 %) enthielt oder ein Trehalose-haltiges Kryomedium (TKM: 10,5 % DMSO, 21,1 % 
1 M Trehalose, 68,4 % SR) sowie ein von Ladewig et al. 2008 entwickeltes Kryomedium 
(KM-L: 10 % DMSO, 20 % 500 mM Myo-Isonitol, 0,25 V% Polyvinylalkohol) verwendet 
(vgl. Tab. 3.1). Anschließend erfolgte das kontrollierte Einfrieren der Zellen in einem mit 
Isopropanol gefüllten Gefrierbehälter bei -80 °C, wobei die Zellen hierbei um 1 °C/min 
heruntergekühlt wurden. Am nächsten Tag erfolgte die Überführung der Zellen in flüssigen 
Stickstoff. 
 
2.3.4.6 Auftauen der über FACS aufgereinigten neuronalen Zellen 
Die Lagerung der kryokonservierten L1-positiven Neurone erfolgte im flüssigen Stickstoff. 
Zum Auftauen wurde ein Kryoröhrchen zügig im Wasserbad bei 37 °C aufgetaut. Die Zellen 
wurden anschließend in ein 15 ml Falcon-Röhrchen mit 5 ml vorgelegtem 
Differenzierungsmedium und ROCK-Inhibitor (10 µM) überführt. Während der 
Zentrifugation der Zellen bei 1000 rpm für 4 min, wurde je 500 µl Medium sowie der ROCK-
Inhibitor (20 µM) auf einem Well einer mit PO/Ln beschichteten Zwölf-Well-Zellkulturplatte 
vorgelegt. Das Zellpellet wurde dann vorsichtig in 500 µl Medium resuspendiert. 
Nachfolgend wurden die Zellen ausplattiert und bei 37 °C und 5 % CO2 im Brutschrank 
inkubiert. 
 
2.3.4.7 Lentivirale Transduktion von hESC-NSCs mit EF1!-mRFP oder EF1!-
EGFP 
Die Lentivirale Transduktion der hESCNP mit dem EF1!-mRFP- bzw. EF1!-EGFP- 
Konstrukt wurde in Zusammenarbeit mit Lodovica Borgese (Institut für Rekonstruktive 
Neurobiologie, Universität Bonn) durchgeführt (Stock et al., 2010). Die konstitutive 
Expression eines roten (mRFP, monomeric red fluorescent protein) bzw. eines grünen 
Fluoreszenzfarbstoffes (EGFP, green fluorescent protein) wird hier durch den humanen 
Elongation Factor-1-alpha Promotor (EF1!) angetrieben. Nach mehrmaligen Passagieren der 
transduzierten Zellen (vgl. 2.3.4.2) erfolgte eine Anreicherung der rot bzw. grün 
fluoreszierenden hESC-NSCs durch Zellsortierung (vgl. 2.4.5). Dies ist notwenig, weil bei der 
Transduktion nur ca. 60-80 % der Zellen infiziert wurden. Die aufgereinigte rot bzw. grün 
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fluoreszierende Zellpopulation wurde ebenfalls mehrmals passagiert, eingefroren (vgl. 




Die Lipofektion basiert auf kationischen Lipiden (FuGENETM6, Roche), die durch ionische 
Wechselwirkungen mit der DNA kondensieren. Durch Endozytose werden die entstehenden 
Lipid-DNA-Komplexe in die Zelle aufgenommen. Mit dieser Methode wurden 
vordifferenzierte hESC-NSCs (vgl. 2.3.4.4) mit dem Expressionsplasmid pmaxGFP (Amaxa) 
und dem pT!1-EGFP Expressionsplasmid transfiziert. 
Zunächst wurden 60-70 % dichte hESC-NSCs über wenige Tage durch 
Wachstumsfaktorentzug und Überführen in ein spezielles Medium neuronal differenziert (vgl. 
2.3.4.4). Für eine Transfektion wurden 3 !l FuGENETM und 97 !l N2 für 5 min bei 
Raumtemperatur inkubiert. Währenddessen wurde das Medium einer 3,5 cm Schale mit 
andifferenzierten Zellen abgesaugt und durch neues Medium ersetzt. In ein Eppendorf-
Röhrchen wurden 2 !g des pmaxGFP oder pT!1-EGFP Plasmids vorgelegt und das 
verdünnte FuGENETM6- Transfektionsreagenz tropfenweise zur Bildung eines Komplexes 
hinzugefügt. Das Röhrchen wurde vorsichtig durch Antippen gemischt und 15 min bei 
Raumtemperatur inkubiert (Verhältnis FuGENETM: DNA = 3:2). Der Komplex wurde dann 
tropfenweise über eine 3,5 cm Schale gleichmäßig verteilt. Die Schale wurde nach 




Alternativ zur Lipofektion wurde ebenfalls eine Transfektion der differenzierten hESC-NSCs 
mittels Nukleofektion durchgeführt. Dafür wurde der Nucleofector und ein NucleofectorTM-
Kit von Amaxa/Lonza verwendet. Die Methode ist gegenüber der Lipofektion weitaus 
effektiver, aber für die Zellen weniger schonend. Bei der Nukleofektion wird durch einen 
elektrischen Impuls kurzfristig die Zellmembran und die Membran des Zellkerns 
permeabilisiert, wodurch ein gezieltes Einbringen der DNA in den Zellkern der gewünschten 
Zelllinie ermöglicht wird. 
Zunächst erfolgte die viertägige Differenzierung von 70 % konfluent gewachsenen hESC-
NSCs durch Wachstumsfaktorentzug und Überführen in ein spezielles Medium. Die 
Nukleofektion wurde dann entsprechend der Anleitung des Herstellers durchgeführt. Dafür 
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wurde zunächst das Medium abgenommen, die Zellen 1x mit PBS gewaschen und 1 min mit 
Trypsin/EDTA (0,5 ml pro Well) bei 37 °C inkubiert. Die Reaktion wurde daraufhin mit dem 
gleichen Volumen TI pro Well abgestoppt. Die Zellen wurden dann mit einer 5 ml Pipette von 
der Zellkulturplatte abgespült, in ein 15 ml Falcon-Röhrchen gegeben, ausgezählt 
(Zellkonzentration pro Nukleofektionsansatz: 1x106 bis 5x106 Zellen/100 µl NucleofectionTm-
Solution) und für 5 min bei 1000 rpm abzentrifugiert. Anschließend wurde das Pellet in einem 
entsprechenden Volumen NucleofectionTm-Solution aufgenommen und resuspendiert. Für 
einen Ansatz wurden 2 !g des pmaxGFP als Positivkontrolle oder 3 !g pT!1-EGFP Plasmids 
mit 100 µl der Zellsuspension gemischt, blasenfrei in eine Amaxa-Küvette überführt und 
mithilfe des entsprechenden Nucleofector-Programms (A27) nukleofiziert. Um mögliche 
Zellschäden zu vermeiden, wurden die Zellen direkt aus der Küvette auf mit PO/Ln 
beschichteten und mit Differenzierungsmedium versehenen 3,5 cm Schalen ausplattiert. Die 
Inkubation erfolgte bei 37 °C und 5 % CO2 im Brutschrank. 24 h später wurde die GFP 
Fluoreszenz und damit der Erfolg der Nukleofektion mikroskopisch untersucht. 
 
2.4 Analytische Methoden 
2.4.1 Zellzahlbestimmung 
2.4.1.1 Bestimmung der Zellviabilität 
Die Zellviabilität wurde über Trypanblau-Färbung ermittelt. Der Azofarbstoff Trypanblau 
kann die Membran toter Zellen permeieren, während lebende Zellen ungefärbt bleiben. Der 
Anteil lebender Zellen in der Zellkultur ergibt sich aus dem Quotienten lebender (ungefärbter) 
Zellen zur Gesamtzellzahl (ungefärbte und gefärbte Zellen). Die Zellsuspension wurde dazu 
1:2 mit Trypanblau verdünnt und mittels eines Fuchs-Rosenthal Hämozytometers ausgezählt. 
 
2.4.2 Immunzyto- und Immunhistochemie 
2.4.2.1 Allgemeines 
Eine Auflistung der primären und sekundären Antikörper, Hersteller, Beschreibung, 
Verdünnung sowie Besonderheit der Färbungen (z.B. für die Blockierung verwendete Seren) 
sind unter 2.1.5.1, 2.1.5.2 und 2.1.10.1 sowie 2.1.10.2 aufgeführt. Mikroskopische 
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2.4.2.2 Fluoreszenzfärbung 
2.4.2.2.1 Nachweis von Oberflächenantigenen 
Zum Nachweis von Oberflächenmarkern, wie zum Beispiel L1, wurden die Zellkulturen bei 
Raumtemperatur für 10 min mit 4 % PFA fixiert und anschließend 3x für 10 min mit PBS 
gewaschen. Nach einem 1-stündigen Blockierungsschritt mit Blockierungslösung 1 wurden 
zur Vermeidung unspezifischer Bindung von Antikörpern die Zellen 3 h oder über Nacht mit 
dem entsprechenden primären Antikörper (Verdünnung siehe 2.1.5.1) in Blockierungslösung 
1 inkubiert. Im Anschluss an drei Waschschritte mit PBS, um nicht gebundene Antikörper zu 
entfernen und so die Hintergrundfärbung zu vermindern, wurde das Antigen durch 1-stündige 
Inkubation mit dem geeigneten Cy3-konjugierten sekundären Antikörper in 
Blockierungslösung 1 visualisiert. Nach dreimaligem Waschen mit PBS wurden die Zellkerne 
mit DAPI (1:10000 in NaHCO3) gegengefärbt, das Präparat dreimal gewaschen und mit 
Mowiol oder Vectashield eingedeckelt. Erfolgte eine Doppelmarkierung mit anderen Marker 
z.B. gegen ein zytoplasmatisches Epitop, wurde nach dem sekundären Antikörper wiederum 
3x für 10 min gewaschen, mit Paraformaldehyd zwischenfixiert und wie unter 2.4.2.2.2 
beschrieben fortgefahren. 
 
2.4.2.2.2 Nachweis von zytoplasmatischen Markern 
Die zu färbenden Zellen wurden mit 4%igem Paraformaldehyd für 10 min fixiert und 
anschließend 3x für 10 min mit PBS gewaschen. Nach einem 1-stündigen Blockierungsschritt 
mit Blockierungslösung 2 bei Raumtemperatur wurden die Zellen 3 h oder über Nacht mit 
dem jeweiligen primären Antikörper (Verdünnungen siehe 2.1.5.1) in Blockierungslösung 2 
inkubiert. Nach drei Waschschritten mit PBS wurden die primären Antikörper mit den 
entsprechenden sekundären Antikörpern in Blocklösung 2 detektiert. Nach 1 h wurden 
unspezifisch gebundene Antikörper durch dreimaliges Waschen mit PBS entfernt. Bei der 
Verwendung eines biotinylierten Antikörpers, erfolgte eine dritte Inkubation für 1 h mit 
einem Avidin-gekoppelten Fluoreszenzfarbstoff in Blocklösung 2. 
Die Kernfärbung wurde mit DAPI (1:10000 in NaHCO3) durchgeführt. Nach mehrmaligem 
Waschen wurden die Präparate mit Mowiol oder Vectashield (Vector Laboratories) 
eingedeckelt. 
 
2.4.2.2.3 Nachweis von Kernmarkern 
Zur Detektion von Kernmarkern wurden die Kulturen bei Raumtemperatur für 10 min mit 
4 % PFA behandelt und anschließend bei Raumtemperatur für weitere 10 min mit 0,5 % 
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Triton-X100 in PBS permeabilisiert. Nach einem 1-stündigen Blockierungsschritt mit 
Blockierungslösung 3 bei Raumtemperatur wurden die Zellen über Nacht mit dem jeweiligen 
primären Antikörper (Verdünnungen siehe 2.1.5.1) in Blockierungslösung 3 inkubiert. Darauf 
folgten drei Waschschritte, anschließend wurde das Antigen durch 1-stündige Inkubation mit 
einem geeigneten sekundären Antikörper in Blockierungslösung 3 visualisiert. Die Zellkerne 




Die Zellproliferation wird durch den Einbau von 5’-Bromo-2’-Deoxyuridin (BrdU) in die 
DNA verfolgt. Zur Quantifizierung der Zellen in der S-Phase des Zellzyklus wurden die 
Kulturen in Abhängigkeit von der Zelldichte an Tag 2 oder 3 nach der Passagierung mit 
10 !M 5’-Bromo-2’-Deoxyuridin (BrdU) gepulst. Drei Stunden später wurden die Kulturen 
für 10 min bei Raumtemperatur mit 4 % PFA fixiert. Die fixierten Zellen wurden mit 0,5 % 
Triton-X100 in PBS für 30 min permeabilisiert, anschließend wurde die DNA für 10 min mit 
2N HCl denaturiert. Im Anschluss an eine 10-minütige Neutralisierung mit 0,1 M Boratpuffer 
(pH 9,5) wurden die Kulturen für 30 min mit Blockierungslösung 2 geblockt. Im Folgenden 
wurden die Zellen über Nacht mit dem primären anti-BrdU Antikörper in Blockierungslösung 
2 inkubiert. Die Visualisierung erfolgte im Anschluss an einen Waschschritt durch eine 1-
stündige Inkubation mit dem geeigneten Cy3-konjugierten sekundären Antikörper in 
Blockierungslösung 2. Die Zellkerne wurden mit DAPI (1:10000 in NaHCO3) gegengefärbt 
und die Präparate mit Mowiol oder Vectashield eingedeckelt. 
 
2.4.3 Western Blot Analyse und Immunodetektion 
2.4.3.1 Herstellung von Proteinlysaten 
Für die Herstellung der Proteinlysate wurden die Zellen mit PBS gewaschen, mit Hilfe eines 
Zellschabers im kalten PBS von den Zellkulturschalen abgelöst, ausgezählt und anschließend 
bei 1200 rpm und 4 °C 10 min abzentrifugiert. Das Zellpellet wurde in 20 µl Lysispuffer 
(inklusive Protein-Inhibitor 1:100) pro 1x106 Zellen resuspendiert und 15 - 30 min auf Eis 
inkubiert. Anschließend wurde das Lysat 10 min bei 4 °C und 16000 rpm zentrifugiert. Der 
Überstand wurde in ein neues Eppendorf-Röhrchen überführt und bis zur Weiterverarbeitung 
bei -20 °C aufbewahrt. 
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2.4.3.2 Proteinbestimmung nach Bradford  
Die Proteinbestimmung der Zelllysate erfolgte nach der Bradford-Methode. Für die 
Proteinmessung wurden die Lysate 1:50 mit PBS verdünnt, in eine 96-well-Platte überführt 
und jeweils 150 !l einer 1:4 verdünnten Biorad-Färbereagenz hinzupipettiert. Nach einer 
5-minütigen Inkubation bei Raumtemperatur wurde die Platte in einem Elisa-Reader bei 
595 nm vermessen. Zur korrekten Bestimmung der Proteinkonzentration der Proben wurde 
auf derselben Platte ebenfalls eine Eichreihe mit einem BSA-Standard (0,1 mg/ml in PBS) im 
Bereich von 1 - 12 mg aufgetragen. Die Umrechnung der Proteinkonzentration anhand der 
Standard-Eichkurve erfolgte mittels der SoftmaxPro-Software. Für die SDS-PAGE wurden 
40 !g jeder Probe mit dem gleichen Volumen von 5x SDS Ladungspuffer versetzt und 10 % 
Mercaptoethanol dazugegeben. Nach kurzem Abzentrifugieren erfolgte die Aufbewahrung der 
Proben bei -20 °C. 
Vor dem Auftragen auf das Gel wurden die Proben langsam auf Eis aufgetaut, kurz 
zentrifugiert, bei 98 °C denaturiert, wieder kurz zentrifugiert und bis zum Auftragen auf Eis 
gelagert. 
 
2.4.3.3 SDS-Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese (SDS-PAGE) 
Proteine können mit der denaturierenden SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-
PAGE) nach ihrem Molekulargewicht aufgetrennt werden. Hierbei bindet SDS an die 
hydrophoben Regionen der Proteine, die dadurch einerseits denaturiert werden und anderseits 
eine negative Ladung proportional zu ihrem Molekulargewicht erhalten. Demnach überdeckt 
SDS die Eigenladung der Proteine, so dass die Wanderungsgeschwindigkeit der Proteine im 
elektrischen Feld nur von der negativen Gesamtladung der Proteine, die proportional zum 
Molekulargewicht ist, und von der Porengröße der Gelmatrix abhängig ist. Die Porengröße 
einer Gelmatrix wird durch die Polyacrylamidkonzentration bestimmt. Je höher diese 
Konzentration ist, desto kleinere Proteine können voneinander getrennt werden. Durch die 
Zugabe von Ammoniumpersulfat (APS) wird die Polymerisation des Polyacrylamids 
gestartet. Das zugegebene TEMED (N,N,N-Tetramethyldiamin) stabilisiert die Radikale bei 
der Kettenbildung, so dass ausreichend viele Startmoleküle bei Reaktionsbeginn der 
Polymerisation zu Verfügung stehen. 
Bei der SDS-PAGE wird ein diskontinuierliches Gelsystem nach Lämmli verwendet, welches 
sich aus einem Sammelgel und einem Trenngel zusammensetzt. Das Sammelgel dient der 
Fokussierung der Proteine in einer schmalen Bande. Die Beweglichkeit der Proteine wird 
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durch die relativ geringe Polyacrylamidkonzentration nur bedingt eingeschränkt und es erfolgt 
keine Auftrennung aufgrund der Ladung. 
Die Auftrennung der Proteine bezüglich ihres Molekulargewichts erfolgt im Trenngel. Die 
Acrylamidkonzentrationen des Trenngels betrugen je nach Größe des zu untersuchenden 
Proteins zwischen 8 - 12%. Nach dem Polymerisieren des Trenngels wurde darauf ein 
Sammelgel gegossen. Das fertige Gel wurde nach der Polymerisierung in die 
Elektrophoresekammer überführt und mit Elektrophorese- bzw. Laufpuffer benetzt. 
Anschließend wurden die Proteinproben in die Geltaschen pipettiert. Zur Sammlung der 
Proben an der Lauffront wird die Elektrophorese bei 100 V gestartet. Beim Erreichen des 
Trenngels wurde die Elektrophorese bei 200 V je nach Größe des zu untersuchenden Proteins 
eine bis 1,5 h durchgeführt. 
 
2.4.3.4 Western Blot und Immunodetektion 
Die Übertragung der Proteine auf eine Nitrocellulosemembran erfolgt nach dem Prinzip des 
Elektroblots. Für das Übertragen der aufgetrennten Proteine auf eine Nitrozellulosemembran 
wurden das SDS-Gel und die Membran blasenfrei zwischen Filterpapieren gelegt und in eine 
Blotting-Kammer gespannt. Der Transfer erfolgte unter Kühlung bei 100 V für eine bis 1,5 h 
in Transferpuffer. Unmittelbar nach dem Transfer wurde die Membran zunächst mit ddH20 
gewaschen. Das Gesamtprotein auf der Membran wurde nun mit Ponceau-Rot-S-Färbelösung 
reversibel angefärbt, um die Effizienz des Transfers und die gleichmäßige Beladung der 
Proteinmengen zu kontrollieren. 
Für die Immunodetektion der zu untersuchenden Proteine wurden zunächst unspezifische 
Bindungsstellen für 1 h bei Raumtemperatur in Blockpuffer (10 % Milchpulver in TBS-T) 
gesättigt. Daraufhin erfolgte die Inkubation mit dem primären Antikörper über Nacht bei 4 °C 
auf einem Rotator. Nach drei mindestens 15-minütigen Waschschritten mit TBS-T wurde die 
Inkubation der Membran mit dem Meerrettich-Peroxidase (HRP)-gekoppelten 
Sekundärantikörper durchgeführt. Nach einer 1-stündigen Inkubationszeit wurden 
unspezifisch gebundene Antikörper durch dreimaliges Waschen mit TBS-T und einmaligem 
Wachen mit TBS sowie ddH2O entfernt. Die Detektion erfolgte entweder mithilfe des 
SuperSignal®-West-Pico-Chemiluminescent-Substrat oder mit dem SuperSignal®-West-
Femto-Chemi-luminescent-Substrat. Hierbei katalysiert die Peroxidase die Oxidation des im 
Substrat enthaltenen Luminols, wobei es zu einer Lichtemission kommt, die einen 
Röntgenfilm an der entsprechenden Stelle schwarz färbt. 
 
  Material und Methoden 
   80 
2.4.4 Durchflusszytometrie 
Aufgrund der kompakt wachsenden und morphologisch sehr heterogenen Zellpopulation und 
aufgrund der punktuellen Expression von Zelloberflächenantigenen ist es an den direkt 
konvertierten hESCs nur schwer möglich, eine visuelle Quantifizierung der für diese Antigene 
positiven Zellen durchzuführen. Aus diesem Grund wurden die Anteile an Tra-1-60-, 
SSEA-1-, PSA-NCAM-, A2B5-, CD133- und L1-positiven Zellen an den direkt konvertierten 
hESC-Kulturen durchflusszytometrisch bestimmt. 
Durch eine 2-minütige Trypsin-Behandlung wurden Einzelzellsuspensionen der zu 
untersuchenden direkt konvertierten Zellen hergestellt. Alle folgenden Schritte wurden auf 
Eis durchgeführt. In einem Volumen von 500 !l PBS/10 % FCS und einer Blockzeit von 
15 min wurden 1x106 Zellen für 20 min mit dem entsprechenden primären Antikörper 
inkubiert. Die Antigene, sofern sie nicht direkt mit einem Fluoreszenzfarbstoff gekoppelt 
waren, wurden nach einem Waschschritt mit PBS durch eine 20-minütige Inkubation mit 
einem geeigneten sekundären Antikörper (Alexa 488 oder Alexa 647) visualisiert. Als 
Kontrolle für unspezifische Antikörperbindung und Autofluoreszenz wurden Zellen 
mitgeführt bei denen auf eine Inkubation mit dem primären und/oder dem sekundären 
Antikörper verzichtet wurde. 
Um tote Zellen nachzuweisen, wurden die Proben nach einem Waschschritt in 500 !l PBS mit 
1,2 !g/ml Hoechst 33258 resuspendiert und für 3 min bei Raumtemperatur inkubiert. Die 
Fluorochrome wurden auf einem mit drei Lasern ausgestatteten analytischen 
Durchflusszytometer (LSRII) angeregt und ausgelesen. Für die Messung der Hoechst-
Fluoreszenz wurden eine Anregungswellenlänge von 405 nm sowie ein 440/40 Bandpassfilter 
eingesetzt. Als Einstellungen für die Alexa 647-Messung wurden eine Anregungswellenlänge 
von 653 nm und ein 640/30 Bandpassfilter gewählt. Für die Alexa 488-Messung hingegen 
wurden eine Anregungswellenlänge von 493 nm und ein 485/20 Bandpassfilter gewählt. Mit 
Hilfe der Flowjo-Analyse-Software wurden die Daten analysiert und dargestellt. Bei der 
Auswertung wurden Feeder-Zellen, die in geringer Menge trotz der Kultivierung auf Matrigel 
vorhanden sind, über Vorwärtsstreulicht-(Forward Scatter, FSC) und Seitwärtsstreulicht- 
(Sideward Scatter, SSC) Eigenschaften und tote Zellen über Hoechst 33258-Fluoreszenz 
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2.4.5 Fluoreszenz-aktivierte Zellsortierung 
2.4.5.1 Präparation der hESC-NSCs 
Für die FACS-Sortierung ist es unerlässlich, dass die Zellen vereinzelt vorliegen. HESC-
NSCs (hESC-NSCs, T!1-EGFP-nukleofizierte und EF1!-mRFP-transduzierte hESC-NSCs) 
wurden nach mehrtägigem Wachstumsfaktorentzug von der Schale abgelöst und in eine 
Einzelzellsuspension überführt. 
HESC-NSCs, die am Tag 4 der Differenzierung mit dem T!1-EGFP-Plasmid nukleofiziert 
worden waren, wurden 2 Tage später für die Zellsortierung vorbereitet. Für die L1-basierte 
Zellsortierung wurden hESC-NSCs und EF1!-mRFP oder EF1!-EGFP transduzierte Zellen 
7 Tage vordifferenziert. Nach Abnahme des Mediums wurden die vordifferenzierten T!1-
EGFP-Plasmid nukleofizierten Zellen zunächst mit PBS gewaschen und für 1 min mit 
Trypsin/EDTA bei 37 °C inkubiert. Das Abstoppen der Enzymreaktion erfolgte durch Zugabe 
von Trypsin-Inhibitor im Verhältnis 1:1. Die Zellen wurden dann mit einer 5 ml Pipette von 
der Zellkulturplatte abgespült und in ein 15 ml Falcon-Röhrchen gegeben. Die für die L1-
basierte Zellsortierung vorgesehenen Zellen wurden nach Möglichkeit nach Abnahme des 
Mediums und einmaligen Waschen mit PBS nicht-enzymatisch von der Schale abgespült und 
in ein 15 ml Falcon-Röhrchen gegeben. Nach Bestimmung der Zellzahl wurden die Zellen für 
5 min bei 1000 rpm abzentrifugiert. Im Falle der T!1-EGFP nukleofizierten Zellen wurde das 
Pellet in einer Konzentration von 1x106 Zellen/ml im FACS-Puffer resuspendiert. Der 
Suspension wurde 0,1 % DNase zugesetzt, um ein Verklumpen der Zellen zu vermeiden. Die 
Zellen wurden bis zur Sortierung auf Eis gelagert. 
Für die L1-basierte Zellsortierung wurden die nun folgenden Schritte auf Eis durchgeführt. In 
einem Volumen von 1 ml FACS-Puffer/10 % NGS und einer Blockzeit von 15 min wurden 
5x106 Zellen für 20 min mit dem primären Antikörper L1 (1:400) inkubiert. Das Antigen 
wurde nach einem Waschschritt mit PBS durch eine 20-minütige Inkubation mit einem 
geeigneten sekundären Antikörper (Alexa 488; 1:500) visualisiert. Nach einem Waschschritt 
wurde der Überstand abgesaugt und das Pellet in einer Konzentration von 1x106 Zellen/ml 
FACS-Puffer resuspendiert. Um ein Verklumpen der Zellen zu vermeiden wurde der 
Suspension 0,1 % DNase zugesetzt. Die Lagerung bis zur Zellsortierung erfolgte auf Eis. 
Als Autofluoreszenzkontrolle für die T!1-EGFP-Zellsortierung wurden nicht-nukleofizierte 
Zellen verwendet. Für die L1-basierte Immunoselektion hingegen wurden als Kontrollen 
Zellen mitgeführt, bei denen auf eine Inkubation mit dem primären und/oder dem sekundären 
Antikörper verzichtet wurde. Dadurch konnten unspezifische Antikörperbindungen sowie 
Autofluoreszenz der Zellen ausgeschlossen werden. 
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Abb. 2.3: Übersicht der T!1- und L1-basierten Fluoreszenz-aktivierten Zellsortierung (FACS). 
(A) Schematische Übersicht der T!1-EGFP-basierten Linienselektion von hESC-NSCs. Die Zellen werden 
4 Tage vordifferenziert, mit T!1-EGFP transient transfiziert und über FACS aufgereinigt. (B) Darstellung der 
L1-basierten Linienselektion von hESC-NSCs. 7 Tage vordifferenzierte Zellen werden in Suspension mit dem 
Antikörper gegen das Oberflächenantigen L1 gefärbt und über die Fluoreszenz des sekundären Antikörpers 
mittels FACS angereichert. 
 
2.4.5.2 Zellsortierung 
Die präparative FACS-Sortierung wurde in Kooperation mit Herrn Elmar Endl (Institut für 
molekulare Medizin und experimentelle Immunologie, Universität Bonn) durchgeführt. Es 
wurde die FACSDIVA von Becton Dickinson verwendet. 
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Unmittelbar vor der Sortierung wurden die Zellen durch einen Filter gegeben, um eine gute 
Vereinzelung zu erreichen. Um tote Zellen aus der sortierten Population auszuschließen, 
wurde der zu sortierenden Zellsuspension Propidiumiodid (PI, 0,5 µg/ml) hinzugefügt. Die 
Zellen wurden anhand der Vorwärtsstreulicht- (Forward Scatter, FSC) und 
Seitwärtsstreulicht- (Sideward Scatter, SSC) Eigenschaften mit einem 488 nm Laserstrahl 
analysiert. Tote Zellen wurden über PI-Fluoreszenz identifiziert und aus der zu 
analysierenden Zellpopulation eliminiert. Das Sortierverfahren basierte auf der 
Fluoreszenzintensität und wurde bei einer Flussrate von 1.500 Ereignissen/s durchgeführt. Die 
aufgefangenen Zellen wurden bis zum Ende der FACS-Sortierung auf Eis gehalten und dann 
auf PO/Ln-beschichteten 24-well oder 12-well Platten sowie auf 4-well Chamber slides in 
Differenzierungsmedium replattiert. Die Zellen wurden nach 24 h mit 4 % 
Paraformaldehyd/PBS fixiert oder noch weitere 6 Tage kultiviert. Zu beiden Zeitpunkten 
wurde ebenfalls bei den L1-selektionierten Zellen RNA und Protein isoliert. Für die Messung 
der Propidiumiodid(PI)-Fluoreszenz und der EGFP-Fluoreszenz wurden eine 
Anregungswellenlänge von 488nm sowie ein 630/22 Bandpassfilter eingesetzt. Für die Alexa 
488-Messung wurden eine Anregungswellenlänge von 488 nm und ein 530/30 Bandpassfilter 
gewählt. Zusätzlich dazu wurde im Falle der verwendeten hESC-NSCs H9.2 EF1!mRFP 
Zelllinie für die monomeric Red Fluoreszenz eine Anregungswellenlänge von 488 nm und ein 




Vor Beginn der Transformation wurden die DH5! Bakterien auf Eis aufgetaut. Anschließend 
wurden für die Transformation je 50 !l der kompetenten DH5! Bakterien in sterile 
Eppendorf-Röhrchen pipettiert. Dazu wurden 1-2 !g der jeweiligen Plasmid-DNA (pT!1-
EGFP) hinzugefügt, vorsichtig vermischt und 30 min auf Eis inkubiert. Daraufhin wurden die 
Bakterien für 20 s bei 37 °C Hitze inkubiert und sofort für 2 min auf Eis gestellt. Dieser 
Hitzeschock bewirkt, dass die Bakterienmembran permeabel wird und die DNA 
aufgenommen werden kann. In jeden Transformationsansatz wurden 0,95 ml vorgewärmtes 
LB-Medium (37 °C) pipettiert und die Bakterien 1 h bei 37 °C und 225 rpm geschüttelt. Zur 
Selektion transformierter Bakterien wurden 100 !l des Transformationsgemisches 1:10 
verdünnt auf Ampicillin-haltige (50 !g/ml; Sigma) LB Agarplatten ausgestrichen und über 
Nacht bei 37 °C inkubiert. Am nächsten Tag wurden mit einer sterilen Öse einzelne Kolonien 
in jeweils 8 ml LB-Medium überführt und über Nacht bei 37 °C und 225 rpm geschüttelt. 
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Sechs Milliliter dieser Vorkultur wurden zur Überprüfung der Plasmid-Aufnahme für eine 
Minipräparation verwendet. Die restlichen 2 ml der Bakterienkultur wurden bei 4 °C 
aufbewahrt und konnten bei Bedarf weiter kultiviert werden. 
Handelte es sich bei der untersuchten Kolonie um Plasmid-haltige Bakterien, so wurden 1 ml 
der aufbewahrten Kultur in 8 ml einer weiteren Vorkultur überführt, über Tag bei 37 °C und 
225 rpm inkubiert, in 250 ml LB-Medium überführt und über Nacht bei 37 °C und 225 rpm 
geschüttelt. Diese Hauptkultur konnte für die Präparation größerer DNA-Mengen, einer sog. 
Maxipräparation, verwendet werden. Die Mini- und die Maxipräparation wurden unter 
Verwendung der entsprechenden Kits von Qiagen (Hilden) nach Anleitung des Herstellers 
durchgeführt. Positive Klone wurden durch Agarosegelelektrophorese und Verwendung der 
pUC19 DNA-Leiter (MBI) auf einem 1%igen Agarosegel (Biozyme) identifiziert. 
Die Konzentration und der Reinheitsgrad der isolierten DNA wurden photometrisch 
bestimmt. Die Konzentration an DNA wird unter Berücksichtigung des Verdünnungsfaktors 
wie folgt berechnet: !g DNA/ml = OD260 x 50 !g/ml x Verdünnungsfaktor. 
 
2.4.7 Herstellung hippocampaler Schnittkulturen 
Die Schnittkulturen wurden in Zusammenarbeit mit Barbara Steinfarz (Institut für 
Rekonstruktive Neurobilogie, Universität Bonn) angefertigt. Mit einem Vibroslicer (VSLM1; 
Campden Instruments; Sileby; GB) wurden von postnatalen Wistar Ratten (P9; Charles River, 
Sulzfeld) 400 !m Schnitte unter Erhalt des Gyrus dentatus, des entorhinalen und temporalen 
Cortex hergestellt (Abb. 3.23 C). Durch diese Prozedur wurden mindestens sechs Schnitte pro 
Tier erstellt. Die Schnittkulturen wurden als sogenannte „interface“-Kulturen auf 
Polyestermembranen (Transwell-Clear, Corning; Bodenheim) bei 35 °C und 5 % CO2 
propagiert (Stoppini et al., 1991). Das Medium wurde an Tag eins nach Explantation und 
danach jeden zweiten Tag gewechselt. Die Schnittkulturen wurden in Pferdeserum-haltigem 
Medium kultiviert, das graduell bis zum Tag 5 nach Explantation durch serumfreies Medium 
ersetzt wurde (DMEM/F12 + N2 und B27 Supplemente). Die Mehrheit der Schnittkulturen 
zeigte einen beeindruckenden Erhalt der Histoarchitektur bis zu 4 Wochen nach Explantation. 
 
2.4.8 In vitro Transplantation und Aufarbeitung der hippocampalen 
Schnittkulturen 
Die in vitro Transplantation wurde in Kooperation mit Barbara Steinfarz an Tag 10 ± 2 in 
Kultur durchgeführt. Es wurden 1-2x104 7 Tage entzogene und auf L1-positiv-sortierte hESC-
NSCs zu einem Volumen von 1 !l konzentriert. Mit Hilfe einer Glas-Mikropipette, die an 
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einen stereotaktischen Rahmen (Stoelting, Wood Dale, USA) angeschlossen war, wurden die 
Zellen auf die Oberfläche der Schnittkulturen aufgebracht. Transplantationen erfolgten auf 
den Hilus des Gyrus dentatus (GD), den entorhinalen Cortex (EC) und den temporalen Cortex 
(TC). Zwei Tage nach Transplantation wurde das Medium gewechselt. Nach 2 und 3 Wochen 
wurden elektrophysiologische Untersuchungen zur Analyse der synaptischen Integration von 
Dr. Thoralf Opitz (Experimentelle Epileptologie, Klinik für Epileptologie, Universität Bonn) 
durchgeführt (vgl. 2.4.12). Im Anschluss daran wurden die Schnittkulturen für 
morphologische Analysen in 4 % Paraformaldehyd/PBS/Azid und 0,1 % Glutaraldehyd (GA) 
über Nacht bei 4 °C fixiert. Die Schnitte wurden in PBS/Azid bis zur Durchführung der 
immunhistochemischen Untersuchung bei 4 °C gelagert. 
 
2.4.9 RT-PCR-Analyse 
2.4.9.1 Isolierung von Gesamt-RNA 
Bei allen Arbeiten mit RNA wurden RNase-freie Gefäße und Filterspitzen verwendet. Durch 
Behandlung mit Diethylpyrocarbonat (DEPC) wurde das eingesetzte Wasser von RNasen 
befreit. 
Die Zellen wurden nach Abnahme des Mediums zunächst einmal mit PBS gewaschen und für 
1 min mit Trypsin/EDTA bei 37 °C inkubiert. Das Abstoppen der Enzymreaktion erfolgte 
durch Zugabe von Trypsin-Inhibitor im Verhältnis 1:1. Die Zellen wurden dann mit einer 
5 ml Pipette von der Zellkulturplatte abgespült, in ein 15 ml Falcon-Röhrchen gegeben und 
für 5 min bei 1000 rpm abzentrifugiert. Das Pellet wurde bei -80 °C eingefroren oder sofort 
weiterverarbeitet. Dazu wurde das Pellet zunächst in 350 µl Lysispuffer (1 ml Lysispuffer + 
10 µl Mercaptoethanol) resuspendiert und anschließend mit 1 Volumen 70 % Ethanol in 
DEPC-Wasser versetzt. Die weitere Aufreinigung erfolgte mit dem RNeasy-Kit nach 
Angaben des Herstellers. 
Kontaminierende DNA wurde durch Verwendung des RNase-free DNase Set eliminiert, das 
ebenfalls nach Anleitung des Herstellers eingesetzt wurde. 
Die Konzentration der isolierten Gesamt-RNA wurde photometrisch durch Messung der 
optischen Dichte bei 260 nm (OD260) bestimmt. Die RNA wurde bei -80 °C gelagert oder 
sofort in die Reverse Transkription eingesetzt. 
 
2.4.9.2 Reverse Transkription 
Als Ausgangsmaterial für die Reverse Transkription diente Gesamt-RNA. Um bei der 
Reversen Transkription lediglich mRNA zu erfassen, wurden oligo(dT)-Primer verwendet. 
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Die Reverse Transkription erfolgte unter Verwendung des iScript RT-Kits (Biorad) nach 
Angaben des Herstellers. Zur Reversen Transkription (RT) wurden 0,8 !g Gesamt-RNA pro 
Reaktion eingesetzt. Das Reaktionsgemisch wurde 5 min bei 25 °C, 30 min bei 42 °C und 
5 min bei 85 °C inkubiert. Die gebildete cDNA wurde bei -20 °C eingefroren oder sofort in 
die PCR eingesetzt. 
 
2.4.9.3 Semi-quantitative RT-PCR (semi-qRT-PCR) 
Die semi-quantitative RT-PCR wurde mit 1 !l cDNA pro Ansatz durchgeführt. Es wurden je 
25 pmol der Primer, 200 !M je dNTP und 0,5 U Taq-Polymerase eingesetzt. Primer- 
Sequenzen, Annealing-Temperaturen, Schmelztemperaturen des PCR-Produkts sowie Größe 
des PCR-Produkts sind der Tabelle 2.3 unter 2.1.6 zu entnehmen. Die PCR-Produkte wurden 
auf 1,5%igen Agarosegelen analysiert und mit dem Geldokumentationssystem GelDoc2000 
dokumentiert. 
 
2.4.9.4 Quantitative RT-PCR (qRT-PCR) 
Für die quantitative RT-PCR wurde die cDNA ebenfalls wie unter 2.4.9.1 und 2.4.9.2 
beschrieben gewonnen. Die qRT-PCR wurde in Triplikaten unter Verwendung der SYBR-
Green-Methode an einem Biorad iCycler-System in 25 µl Reaktionen durchgeführt. Hierfür 
wurden 1 !l cDNA, je 30 pmol der Primer, 200 !M je dNTP, 3 mM MgCl2, 1:2.000.000 
SYBR Green I, 10 !M Fluorescein und 0,5 U Taq-Polymerase eingesetzt. Primer-Sequenzen, 
Annealing-Temperaturen, Schmelztemperatur des PCR-Produkts sowie Größe des PCR-
Produkts sind der Tabelle 2.3 unter 2.1.6 zu entnehmen. Die Spezifität der PCR-Produkte 
wurde über Schmelzkurvenanalyse verifiziert. 
Um das Expressionslevel der verschiedenen Gene vergleichen zu können, wurden alle 
erhaltenen Daten auf das Haushaltsgen 18S rRNA normalisiert, welches zu jedem Zeitpunkt 
in allen Zellen konstant exprimiert wird. Zur Berechnung der Genexpressionen auf der 
Grundlage der quantitativen PCR Daten wurde die 'CP-Methode verwendet (vgl. 2.5). 
 
2.4.10 Karyotypisierung 
Im Laufe einer Langzeitkultivierung können hESCs und daraus generierte neurale 
Stammzellen Karyotypveränderungen erfahren. Daher werden hESCs und hESC-abgeleiteten 
Populationen regelmäßig auf chromosomale Aberrationen untersucht. 
Für eine Karyotypisierung wurden hESC-NSCs zunächst auf einer 10 cm Schale bis zur 
Subkonfluenz kultiviert (vgl. 2.3.4.2). Nach Erreichen dieser Zelldichte wurde 0,2 !g/ml 
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Colcemid zugegeben. Nach 6 h wurde der Überstand der Zellen aufgefangen und die Zellen 
durch eine 2-minütige Trypsin-Behandlung geerntet und zusammen mit dem Überstand 
abzentrifugiert. Das Pellet wurde vorsichtig in 1 ml 0,075 M KCl-Lösung resuspendiert, 
anschließend wurde mit KCl-Lösung auf 3 ml aufgefüllt und die Zellsuspension für 10 min 
bei 37 °C inkubiert. Nach Zugabe von drei Tropfen Fixativ (Methanol:Eisessig; 3:1) erfolgte 
eine 10-minütige Zentrifugation bei 1500 rpm. Darauf folgend wurde das Pellet zwei- bis 
dreimal mit Fixativ gewaschen, in 500 µl Fixativ aufgenommen und auf zuvor entfettete und 
bei -20 °C vorgekühlte Objektträger aufgetropft. Über einem 60 °C warmen Wasserbad 
wurden die Chromosomen für ca. 20 s gespreitet und die Objektträger anschließend auf einer 
Wärmeplatte (60 °C) getrocknet. Die Präparate wurden daraufhin über Nacht bei 60 °C im 
Wärmeschrank gealtert und am nächsten Tag einer G-Bänderung unterzogen. 
Hierfür wurden die Präparate für 50 s in einer auf 37 °C angewärmten Küvette mit 2,5 !l 
Bactotrypsin pro ml PBS inkubiert. Nach zweimaligem kurzen Waschen in PBS wurden die 
Proben für 18 min in Giemsa-Lösung angefärbt und anschließend in Leitungswasser gespült 
und auf der Wärmeplatte bei 60 °C getrocknet. Die Auswertung erfolgte in Zusammenarbeit 
mit Christina Ergang am Institut für Humangenetik der Universitätskliniken Bonn an einem 
Leitz Diaplan 68236 Mikroskop. Dabei wurde die Software CytoVision Ultra verwendet. 
 
2.4.11 Fluoreszenz-In-Situ-Hybridisierung (FISH) 
Die In-Situ-Hybridisierung ist eine molekularzytogenetische Methode, die es ermöglicht, 
spezifische DNA-Zielsequenzen durch Hybridisierung mit markierten komplementären 
Nukleinsäuresonden direkt in biologischen Präparaten zu identifizieren (Pardue et al., 1969). 
Bei der Fluoreszenz-In-situ-Hybridisierung (FISH) werden fluoreszenzmarkierte DNA-
Sonden zur Detektion komplementärer DNA-Sequenzen verwendet (Pinkel et al., 1986). 
Die Aufarbeitung der hESC-NSCs sowie das Auftropfen der Präparation auf Objektträger für 
die FISH erfolgte wie unter 2.4.10 beschrieben. Im Rahmen dieser Arbeit kamen zwei 
kommerziell erhältliche, direktmarkierte DNA-Zentromer-spezifische !-Satelitten-Proben 
(CEP 12 und 17) der Firma Vysis zur Anwendung. 
Für die Hybridisierung wurden zunächst die einzelnen Komponenten nach Angaben des 
Herstellers bei Raumtemperatur zusammenpipettiert, gut gemischt und für 5 min bei 
13.000 U/min zentrifugiert. Vor der Hybridisierung wurde ein Bereich auf dem Objektträger 
mit einer ausreichenden Anzahl von Zellkernen und/oder Metaphasechromosomen mit Hilfe 
eines Diamantstiftes markiert. Pro Ansatz wurde 2,4 !l des Hybridisierungsgemisches auf ein 
rundes Deckglas (Ø 12 mm) pipettiert und mit der Pinzette invertiert auf den mit Diamantstift 
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markierten Bereich aufgelegt. Im Anschluss daran wurden die Deckglasränder mit einer 
Gummilösung (Fixogum) luftdicht verschlossen. Die Objektträger wurden dann für die 
Denaturierung und die Hybridisierung in den Hybridisierungsofen (Hybrite) gelegt und das 
entsprechende Hybridisierungsprogramm (Denaturierung: 75 °C für 1 min; Hybridisierung: 
42 °C für 1 h oder über Nacht) gestartet. Unter Bedingungen, bei denen sich unspezifisch 
gebundene Sonden-DNA ablöst und spezifische Hybridmoleküle erhalten bleiben, wurden die 
Objektträger nach der Hybridisierung in zwei verschiedenen Pufferlösungen gewaschen. 
Nachdem das Deckglas vom Objektträger entfernt wurde, wurden die Präparate sofort in der 
Waschlösung I für 6 - 7 min bei 73 °C inkubiert und anschließend für 50 - 60 s in der 
Waschlösung II bei Raumtemperatur gewaschen. Im Anschluss daran wurde der Objektträger 
zur Entfernung der Salzkristalle kurz in destilliertes Wasser getaucht, mit Kimwipe Tüchern 
abgetrocknet, wobei der markierte Bereich ausgespart blieb und mit DAPI-Antifade 
gegengefärbt. Unmittelbar danach konnte die Auswertung am Fluoreszenzmikroskop 
erfolgen. Der Hybridisierungsofen (Hybrite) wurde freundlicherweise von Prof. Dr. Markus 
Montag (Klinik für Reproduktionsmedizin und Gynäkologische Endokrinologie, 
Frauenklinik, Universität Bonn) zur Verfügung gestellt. 
 
2.4.12 Elektophysiologie 
Für diese funktionalen Analysen wurden zunächst durch Zellsortierung gewonnene L1-
positive Zellen (vgl. 2.4.5) zum einen auf einen primären Maus-Astrozyten-Zellrasen (Plastik 
Deckgläser; ( 13 mm) in einer Dichte von 105 Zellen pro 132 mm2 oder auf hippokampalen 
Schnittkulturen der Ratte in einer Dichte von 2x105 Zellen pro Schnitt ausgesät. 
Nach 5 und 9 Wochen Differenzierung auf murinen Astrozyten bzw. nach 3 Wochen auf 
hippokampalen Gewebeschnitten wurden somatische Ganzzellableitungen (Whole Patch-
Clamp) bei Raumtemperatur durchgeführt. Die Zellen wurden für die einzelnen Messungen 
auf ihr Ruhepotential geklemmt (Neurone " -65 mV). Für die Messungen wurde eine 
Messapparatur bestehend aus einem aufrechtem Mikroskop (Axioskop FS2, Zeiss, 
Oberkochen), Mikromanipulatoren (Luigs & Neumann, Ratingen) mit Patch-Clamp-
Verstärker (Axiopatch 200B, Molecular Devices, Sunnyvale, USA) und Videokamera (CCD-
Kamera KP-M2RP, Hitachi, Düsseldorf) benutzt. Alle elektrophysiologischen Experimente 
wurden auf einem schwingungsgedämpften, durch einen Faraday-Käfig abgeschirmten Tisch 
durchgeführt. Durch den Faraday-Käfig wurde der empfindliche Patch-Clamp Vorverstärker 
von elektromagnetischer Interferenz abgeschirmt. Alle intrazellulären Ableitungen des 
Membranpotentials wurden mit Glasmikroelektroden (Borosilikatglas, GC150 TF, Modulom, 
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Aarhus, DK) durchgeführt. Die Elektroden wurden mit einem Mikropipetten-Puller (PC-10, 
Narishige, Tokio, Japan) gezogen und die Spitze mit einer sog. Microforge verengt. Die 
erreichten Pipettenwiderstände lagen bei 3-5 M#. 
Die Patch-Pipette enthielt eine Lösung aus 120 mM Kaliumgluconat, 20 mM Kaliumchlorid 
(KCl), 10 mM Natriumchlorid (NaCl), 10 mM EGTA, 1 mM Calciumchlorid (CaCl2), 4 mM 
Magnesium-Adensosin-triphosphat (MgATP) sowie 0,4 mM Natrium-Guanosin-triphosphat 
(NaGTP) und 10 mM HEPES/KOH (pH 7,2, 280-290 mosmol/kg). Die extrazellulare Lösung 
hingegen bestand aus 140 mM NaCl, 3 mM KCl, 2 mM CaCl2, 1 mM MgCl2, 25 mM 
D-Glukose und 10 mM HEPES/NaOH (pH 7,35, 305-315 mosmol/kg). 
Die Patch-Pipette wurde zunächst luftdicht in den Pipettenhalter gespannt und mit Hilfe eines 
Mikromanipulators unter Sichtkontrolle in die Nähe der Oberfläche des Astrozytenzellrasen 
oder des Hirnschnittes geführt. Unter ständiger visueller Kontrolle wurde nun die Spitze der 
Pipette vorsichtig der Membran des gewählten Neurons angenähert. Durch einen Unterdruck 
wurde das Membranstück unterhalb der Pipettenöffnung angesaugt. Dadurch wurde ein so 
enger Kontakt zwischen Glas und Membranoberfläche aufgebaut, dass die Pipettenöffnung 
elektrisch vollständig von der extrazellulären Umgebung isoliert wurde und ein Stromfluss 
nur über die Membran möglich war. Nun wurde die Membran durch behutsames Saugen 
durchbrochen.  
Die Ableitungen des Membranpotentials und damit die Aufnahme von Aktionspotentialen 
wurden im “current clamp” Modus (Stromklemmenmodus) durchgeführt. Aus den damit 
gewonnenen Daten lassen sich Rückschlüsse auf das physiologische Erregungsmuster der 
Zellen ziehen. Die Aufzeichnung der Daten erfolgte mit einer Abtastrate von 50 kHz, um 
schnelle Veränderungen des Membranpotentials, wie im Falle von Aktionspotentialen, 
möglichst hochauflösend zu erfassen. Zuerst wurde die Spontanaktivität der Neurone 
aufgezeichnet. 
Die passiven und aktiven Membraneigenschaften der Zellen wurden durch Zugabe von 
Strompulsen unterschiedlicher Länge und Stärke untersucht. Im „voltage-clamp“ 
(Spannungsklemmenmodus) Modus wurden Na+- and K+-Ströme untersucht und durch die 
Verwendung von 300 nM TTx (Alomone, Jerusalem) and 3 mM 4-Aminopyridine (Sigma, 
München) separiert. GABAA- and AMPA/Kainate Rezeptoren wurden selektiv durch die 
Zugabe von 100 !M Muscimol (Sigma, München) bzw. 100 !M Kainsäure (Tocris, über 
Biotrend, Köln) aktiviert. 
Die Daten wurden unter Verwendung eines A/D-Wandlers (Digidata 1320A) und der PClamp 
Software aufgenommen (Molecular Devices, Sunnyvale, USA). Die elektrophysiologischen 
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Untersuchungen wurden von Dr. Thoralf Opitz (Klinik für Epileptologie, Universität Bonn) 
durchgeführt. 
 
2.5 Statistische Analyse 
Die Zellsortierungs-(FACS) und Nukleofektionsexperimente unter Verwendung des Tubulin-
!-Plasmids basieren auf mindestens drei unabhängigen Experimenten und wurden als 
Mittelwerte ± Standardabweichung dargestellt. Für die L1-basierte Zellsortierung wurden 
mindestens 6 unabhängige FACS-Experimente durchgeführt. Die resultierenden Daten 
wurden als Mittelwerte ± Standardabweichung dargestellt. Zur statistischen Analyse wurde 
der t-Test nach Student eingesetzt. 
Zur immunzytochemischen Charakterisierung wurden mindestens fünf Gesichtsfelder bzw. 
800 Zellen pro Färbung ausgezählt. Diese Daten wurden als Mittelwerte ± 
Standardabweichung dargestellt und basieren auf mindestens drei unabhängigen 
Experimenten. 
Bei der durchflusszytometrischen Analyse wurden jeweils 30000 Ereignisse aufgenommen. 
Die dargestellten Daten basieren jeweils auf drei unabhängigen Experimenten und wurden als 
Mittelwerte ± Standardabweichung dargestellt. 
Zur Berechnung der relativen Genexpressionen auf Grundlage der aus der quantitativen PCR 
gewonnenen Daten wurde die ''CP-Methode verwendet, wobei der CP (Crossing Point)-
Wert der Anzahl an PCR-Zyklen entspricht, die nötig ist, um ein konstant definiertes 
Fluoreszenzniveau zu erreichen. Am CP befindet sich in allen Reaktionsgefäßen die gleiche 
Menge an neu synthetisierter DNA. Die Expression des jeweiligen Zielgens wird auf die 
Expression eines homogen exprimierten Referenzgens bezogen: 
'CP = CP(Zielgen) - CP(Referenzgen). Nach dieser Normierung wird vom 'CP-Wert der 
Proben der 'CP-Wert der Kontrolle abgezogen: ''CP = 'CP(Probe) - 'CP(Kontrolle). Der 
relative Expressionsunterschied (Ratio) einer Probe zur Kontrolle, normalisiert auf ein 
Referenzgen, ergibt sich aus der Formel Ratio = 2-''CP. Liegt der relative 
Expressionsunterschied unter 1, so ist das analysierte Gen in der Probe im Vergleich zur 
Kontrolle herunterreguliert, liegt er über 1, so ist das Gen im Vergleich zur Kontrolle 
heraufreguliert. Als Referenzgen wurde 18S rRNA verwendet. Diese Daten wurden als 
Mittelwerte ± Standardabweichung dargestellt und basieren auf mindestens drei unabhängigen 
Experimenten. 
Bei der Karyotypisierung wurden mindestens zehn Metaphasen ausgezählt. 
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Bei der Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FACS) wurden mindestens 50 Zellkerne 
ausgezählt. 
Für die elektrophysiologischen Untersuchungen der L1 positiven Zellpopulation wurden für 
jedes Experiment mindestens sechs Zellen gepatcht. Diese Daten wurden als Mittelwerte ± 




  Ergebnisse 
 93 
3. ERGEBNISSE 
3.1 Gewinnung hESC-abgeleiteter neuraler Stammzellen (hESC-
NSCs) 
Die Methode zur Gewinnung von hESC-NSCs ist unter 2.3.3 ausführlich beschrieben und soll 
hier nur kurz rekapituliert werden. Die hESCs wurden zunächst zu Embryoidkörpern (EBs) 
aggregiert (Abb. 3.1 A und B), in denen sie spontan in Derivate aller drei Keimblätter 
(Ektoderm, Endoderm und Mesoderm) differenzieren können. Durch Ausplattieren auf 
Polyornithin-beschichteten Zellkulturschalen wurde die neurale Differenzierung induziert. Es 
entstanden Zellcluster, sogenannte Rosetten-Strukturen, die eine Neuralrohr-ähnliche Struktur 
aufwiesen (Abb. 3.1 C). Um diese neuralen Zellcluster zunächst selektiv anzureichern und zur 
Proliferation zu bringen, wurden die Zellaggregate manuell gepickt und in Suspensionskultur 
(Neurosphärenkultur) gebracht (Abb. 3.1 D). 
 
 
Abb. 3.1: Darstellung der schrittweisen Generierung von hESC-NSCs. 
(A) Undifferenzierte hESCs wachsen als Kolonien auf einem Rasen mitotisch inaktiver embryonaler 
Mausfibroblasten. (B) Durch Aggregation undifferenzierter hESCs entstandene Embryoidkörper. (C) Bildung 
von Neuralrohr-ähnlichen Strukturen (Rosetten) nach Plattieren auf Polyornithin zur Selektion neuraler 
Vorläuferzellen. (D) Aggregation der manuell gepickten Rosetten-Strukturen zu Neurosphären. (E) 
Phasenkontrastaufname einer nahezu konfluenten homogenen Monolayerkultur der durch Einzelzellsuspension 
aus den Neurosphären erhaltenen neuralen Vorläuferzellen. Neurale Zellen zeigen rosettenartige Anordnung in 
der adhärenten Monolayerkultur. (E). (F) Proliferation Nestin-exprimierender neuraler Vorläuferzellen in FGF-2, 
EGF und B27. Die Visualisierung der Zellkerne erfolgte mit DAPI (blau). Maßstabsbalken E: 100 µm; F: 50 µm. 
 
Nach ausreichender Proliferation wurden diese Neurosphären in eine adhärente 
Monolayerkultur überführt. Hiefür wurden die Zellen vereinzelt und in ein FGF-2, EGF und 
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B27 enthaltendes Proliferationsmedium (N2FEB-Medium) überführt (Abb 3.1 E). Unter 
diesen Bedingungen entstand eine homogene Zellpopulation, die adhärent in der Kulturschale 
Rosetten-ähnliche Muster formten (Abb. 3.1 E). Diese Zellen konnten extensiv propagiert 
werden (> 100 Passagen), wobei sie ihre morphologischen Eigenschaften und 
charakteristische Markerexpression (Abb. 3.2; siehe auch Koch et al., 2009) beibehielten. Die 
Gewinnung der neuralen Vorläuferzellen aus hESCs (Zelllinie H9.2) wurde dreimal 




Abb. 3.2: Charakterisierung proliferativer hESC-NSCs. 
(A-D) Mehrfach passagierte, proliferative hESC-NSCs exprimierten die neuralen Marker Nestin, Sox2, PSA-
NCAM und A2B5. (E-F) Expression der neuroektodermalen Transkriptionsfaktoren Olig2 und Pax6 in hESC-
NSCs Kulturen (G) Repräsentativer normaler weiblicher Karyotyp (n=46) der hESC-abgeleiteten NSCs 
(Zelllinie H9.2). (H) Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierungen (FISH) von hESC-NSCs unter Verwendung von 
DNA-Sonden für die Chromosomen 12 und 17. (I) Wachstumsanalysen proliferierender hESC-NSC-Kulturen. 
Die Visualisierung der Zellkerne erfolgte mit DAPI-Farbstoff (blau). Immunfluoreszenzdaten zeigen 
repräsentative Bilder von hESC-NSCs (Passagen 19-69) der hESC-Zelllinie H9.2. Maßstabsbalken: 100 µm. 
 
Die Charakterisierung der proliferierenden neuralen Zellpopulation ergab, dass die Zellen 
neben einer homogenen Expression der neuralen Marker Nestin (99,5 ± 0,9 %) und Sox2 
(98,6 ± 0,7 %) auch eine ebenso starke Expression der Marker A2B5 (86,5 ± 5,4 %) und PSA-
NCAM (92,6 ± 1,7 %) zeigten (Abb. 3.2 A-D). Des Weiteren wiesen diese Zellen eine 
homogene Expression des neuroephitelialen Markers Pax6 auf (96,3 ± 3,9 %; Abb. 3.2 F). Für 
den neuroektodermalen Transkriptionsfaktor Olig2 waren 26,2 ± 6,1 % der Zellen 
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immunoreaktiv (Abb. 3.2 E), der eine wichtige Rolle bei der Entwicklung von Motoneuronen 
und Oligodendrozyten spielt. 
Die proliferativen Zellen zeigten eine spezifische Wachstumsrate mit einer mittleren 
Verdopplungszeit von 34 h (Abb. 3.2 I). Eine Veränderung der Zellmorphologie oder des 
Proliferationsverhaltens konnte nach Einfrieren und Auftauen, sowie durch eine 
Langzeitproliferation (> 100 Passagen) der Zellen nicht festgestellt werden. Ebenso konnten 
nur sporadische Veränderungen des Karyotyps nachgewiesen werden. G-Banding von 
Metaphase-Chromosomen neuraler Populationen zeigte, dass über 80 % der ausgewerteten 
Metaphasen einen normalen weiblichen Chromosomensatz (n=46) aufwiesen (Abb. 3.2 G). 
Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierungen (FISH) wurden ebenfalls durchgeführt, um die 
Zellpopulation auf Trisomien der Chromosomen 12 und 17 zu untersuchen (Abb. 3.2 H). 
Dabei zeigte sich, dass etwa 12 % der ausgezählten Kerne eine Trisomie und 2 % der Kerne 
eine Monosomie für Chromosom 17 aufwiesen. Für Chromosom 12 konnte weder eine 
Trisomie noch eine Monosomie gefunden werden. 
Auf mRNA-Ebene wurde über semi-qRT-PCR mit human-spezifischen Primern die 
Expression der neuralen Stammzell-assoziierten Marker Nestin, Sox2, BLBP und CD133 
(Prominin-1) in den hESC-NSCs nachgewiesen (Abb. 3.3 A). Ebenso konnte ein hohes 
Expressionslevel der neuroepithelialen Marker Sox1 und Pax6 festgestellt werden. Die 
Expression der Transkriptionsfaktoren Olig2 und Nkx2.2 ließen sich ebenfalls über semi-
qRT-PCR nachweisen. Eine wichtige Vorrausetzung für die Erhaltung des 
Stammzellschicksals einer Zelle ist die Expression der Telomerase (TERT), die ebenfalls über 
RT-PCR nachgewiesen werden konnte. 
Um festzustellen in welchen Bereichen des Gehirns die in vitro generierten hESC-NSCs 
anzusiedeln sind, erfolgte der Expressionsnachweis von regionalspezifischen 
Transkriptionsfaktoren auf mRNA-Ebene mittels semi-qRT-PCR mit human-spezifischen 
Primern (Abb. 3.3 B). In der anterior-posterioren Achse konnte eine starke Expression der 
Mesencephalon (Mittelhirn)-Marker En1, Otx2 und Pax2 sowie eine starke Expression der im 
Metencephalon (Hinterhirn) anterior gelegenen Marker Gbx2, HoxA2 und HoxB2 festgestellt 
werden. Die im Hinterhirn mehr posterior gelegenen Marker HoxA1 und HoxB1 wurden in 
geringeren Mengen nachgewiesen, ebenso der Transkriptionsfaktor HoxB6, der noch weiter 
posterior exprimiert wird. 
Die semi-qRT-PCR Analysen für die Prosencephalon (Vorderhirn)-Marker, genauer gesagt 
die im Bereich des Telencephalon gelegenen Marker FoxG1, Emx1, Emx2, Nkx2.1 und Otx2, 
die repräsentativ für eine anteriore Identität stehen, zeigten schwächere PCR-Banden (Abb. 
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3.3 B). In der dorso-ventralen Achse, exprimierten die hESC-NSCs Transkriptionsfaktoren 
des Hinterhirns (Pax6, Olig2 und Nkx2.2) mit einer ventral gelegenen Identität (Abb. 3.3 B). 
Der dorsale Marker Pax7 konnte nicht nachgewiesen werden. Demnach zeigen die neuralen 
Stammzellen ein breites Spektrum an regionalspezifischen Transkriptionsfaktoren, wobei die 
anterior-ventral gelegenen Marker des Hinterhirns stärker exprimiert wurden. 
 
 
Abb. 3.3: Semi-qRT-PCR Analysen proliferativer hESC-NSCs. 
(A) Proliferative hESC-NSCs exprimierten die neuralen Marker Nestin, Sox2, BLBP und CD133 (Prominin-1), 
sowie die neuroepithelialen Marker Sox1 und Pax6, die neuroektodermalen Transkriptionsfaktoren Olig2 und 
Nkx2.2 und die für die Erhaltung des Stammzellschicksals wichtige Telomerase (TERT). (B) hESC-NSCs 
zeigten ein charakteristisches regionalspezifisches Transkriptionsprofil für das ventrale, anteriore Hinterhirn, 
während Marker des Telencephalons (Vorderhirn) in geringeren Mengen nachgewiesen wurden. HESC-NSCs 
zeigten eine starke Expression der im Hinterhirn anterior gelegenen Marker Gbx2, HoxA2 und HoxB2, während 
für die mehr posterior gelegenen Marker (HoxA1, HoxB1 und HoxB6) schwächere PCR-Banden detektiert 
wurden. Spezifisch für die dorso-ventrale Achse wurden die Marker Pax6, Olig2 und Nkx2.2, nicht aber Pax7 
exprimiert (B). Als Positivkontrolle diente fetales Gehirngewebe (FB). Für die Bestimmung des 
Expressionsniveaus wurde 18S-rRNA (18S) als Referenzgen verwendet. 
 
Zur Charakterisierung der neuronalen Differenzierung der hESC-NSCs wurden diese 
14 und 28 Tage unter Wachstumsfaktorentzug kultiviert (Abb. 3.4 A). Immunzytochemische 
Analysen zeigten, dass die hESC-NSCs in eine Fraktion von "III-Tubulin- (Abb. 3.4 B), L1- 
(Abb. 3.4 C), MAP2ab- (Abb. 3.4 D), VGluT1- (Abb. 3.4 E) und GABA- (Abb. 3.4 F) 
positiven Neuronen differenzierten. Während "III-Tubulin ein Marker für noch unreife 
Neurone ist, wird MAP2ab von reifen Neuronen exprimiert. VGluT1 und GABA sind Subtyp-
spezifische Differenzierungsmarker für glutamaterge (exzitatorische) bzw. GABAerge 
(inhibitorische) Neurone. Die repräsentativen Phasenkontrast- und 
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Immunfluoreszenzaufnahmen zeigen hESC-NSCs (Zelllinie H9.2) 14 Tage nach 
Wachstumsfaktorentzug (Abb. 3.4 A-F). 
 
 
Abb. 3.4: Neuronale Identität der hESC-NSCs nach Wachstumsfaktorentzug. 
Phasenkontrastaufnahme (A) und Immunfluoreszenzbilder (B-F) von 14 Tage differenzierten Zellkulturen. Nach 
Wachstumsfaktorentzug exprimierten die hESC-NSCs die neuronalen Marker "III-Tubulin (B), L1 (C) und 
MAP2ab (D). Die Visualisierung der Zellkerne erfolgte mit DAPI (blau). (G) Quantitative Auswertungen der 
Immunzytochmie zeigen eine Verdopplung der Neurone von Tag 14 auf Tag 28 der Differenzierung. Jeweils die 
Hälfte der Neurone zeigten einen GABAergen Phänotyp (F) bzw. einen glutamatergen Phänotyp (E). (H) 
Proteinlysate der für 7, 14 und 21 Tagen durch Wachstumsfaktorentzug differenzierten hESC-NSC-Kulturen 
zeigten im Western Blot deutlich positive Banden für GABAerge (GAD67) und glutamaterge (VGluT1) 
Neurone. Positive Kontrolle Ko (+): Gesamt-Protein aus adultem Mausgehirn. Maßstabsbalken: (A,C,E) 100 µm 
und (B,D,F) 50 µm. 
 
Die quantitative Auswertung zeigte, dass sich die Anzahl der "III-Tubulin und der MAP2ab-
positiven Zellen von 14 zu 28 Tagen Differenzierungszeit verdoppelte (Abb. 3.4 G). Die 
Anzahl der "III-Tubulin immunoreaktiven Neurone stieg von 15,2 ± 6,1 % nach 14 Tagen auf 
33,6 ± 4,8 % nach 28 Tagen Wachstumsfaktorentzug. Die MAP2ab-positiven Zellen zeigten 
einen Anstieg von 10,5 ± 1,5 % nach 14 Tagen auf 22,8 ± 6,1 % nach 28 Tagen 
Differenzierung. 14 Tage nach Wachstumsfaktorentzug exprimierten insgesamt 11,9 ± 1,7 % 
der entzogenen Gesamtpopulation das Zelloberflächenprotein L1 (Abb. 3.4 G). Zu diesem 
Zeitpunkt zeigten, bezogen auf die Gesamtpopulation, 7,4 ± 2,7 % der Zellen einen 
GABAergen Phänotyp und 8,1 ± 2,4 % einen glutamatergen Phänotyp. Der Prozentsatz L1-
exprimierender Zellen stieg 28 Tage nach Wachstumsfaktorentzug signifikant auf 
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19,3 ± 5,1 % an. Zu diesem Zeitpunkt waren 11,3 ± 5,1 % bzw. 15,4 ± 0,5 % der 
Gesamtpopulation GABA- bzw. VGluT1-positiv (Abb. 3.4 G). 
Western Blot-Analysen von Proteinlysaten der für 7, 14 und 21 Tagen differenzierten hESC-
NSC-Populationen bestätigten die Subtyp-spezifische Differenzierung sowohl in GABAerge 
als auch in glutamaterge (VGluT1) Neurone (Abb. 3.4 H). Gesamt-Protein aus adultem 
Mausgehirn wurde als positive Kontrolle (Ko (+)) verwendet. 
 
3.2 Selektion hESC-abgeleiteter Neurone 
Um ein effektives Verfahren zur Gewinnung aufgereinigter hESC-abgeleiteter neuronaler 
Populationen zu entwickeln, wurden zwei verschiedene Techniken eingesetzt: Bei der 
Promotor-basierten Strategie, wurde die Expression von EGFP unter der Kontrolle des 
potenziell neuronalspezifischen T!1-Promotors eingesetzt, um die genetisch markierten 
Zellen zu isolieren. Bei der immuno-basierten Selektion wurde die endogene Expression des 
humanen Zelladhäsionsproteins L1 auf der Oberfläche neuronaler Zellen ausgenutzt (Abb. 
3.5). Die Isolierung und Aufreinigung erfolgte jeweils über eine Fluoreszenz-aktivierte Zell-
Sortierung (FACS). 
 
Abb. 3.5: Promotor- und immuno-
basierte Selektion hESC-NSC-
abgeleiteter Neurone. 
Für die Promotor-basierte Selektion 
wurden hESC-NSCs 4 Tage unter 
Wachstumsfaktor- entzug vordifferenziert, 
anschließend mit dem T!1-EGFP 
Konstrukt transient nukleofiziert und zwei 
weitere Tage differenziert. Bei der 
immuno-basierten Anreicherung wurden 
hESC-NSCs 7 Tage vordifferenziert, mit 
einem Antikörper spezifisch für das 
Zelloberflächenantigen L1 angefärbt und 
anhand eines Farbstoff-gekoppelten 
sekundären Antikörpers visualisiert. Die 
Selektion erfolgte über FACS basierend 
auf der EGFP-Fluoreszenz (T!1) bzw. auf 
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3.2.1 Promotor-basierte Linienselektion hESC-abgeleiterer Neurone 
3.2.1.1 Generierung und Charakterisierung T!1-EGFP-exprimierender Zellen 
Mittels Lipofektion und Nuklofektion wurden hESC-NSCs zu unterschiedlichen Zeitpunkten 
(Tag 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6) in der in vitro Differenzierung mit einem T!1-EGFP-Konstrukt 
transient transfiziert. Zur Charakterisierung der T!1-Expression wurde die transiente EGFP-
Fluoreszenz dann zu verschiedenen Zeitpunkten (Tag 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7) in der Differenzierung 
untersucht. Für immunzytochemische Untersuchungen wurden T!1-EGFP-transfizierten 
Zellen zusätzlich zur besseren Visualisierung der EGFP-Fluoreszenz mit einem 
entsprechenden Antikörper gefärbt. Die ersten EGFP-positiven Zellen konnten einen Tag 
nach Wachstumsfaktorentzug-induzierter Differenzierung beobachtet werden. Die Anzahl der 
EGFP-positiven Zellen nahm entsprechend der Differenzierungsdauer zu. 
 
3.2.1.1.1 Zeitverlauf der T!1-EGFP-Expression 
T!1-EGFP-transfizierte hESC-NSCs wurden ein bis 7 Tage nach Wachstumsfaktorentzug 
untersucht, um den Zeitverlauf der T!1-EGFP-Expression und der neuronalen 
Differenzierung ("III-Tubulin-Expression) zu bestimmen. Die unter Wachstumsfaktorentzug 
kultivierten neuralen Zellen wurden dazu jeweils einen Tag vorher mit dem T!1-EGFP-
Konstrukt transient transfiziert und am darauffolgenden Tag fixiert. Die EGFP- und "III-
Tubulin-Expression wurde immunzytochemisch bestimmt und quantifiziert (Abb. 3.6). 
Die repräsentativen Phasenkontrast- und Immunfluoreszenzaufnahmen der EGFP-Fluoreszenz 
(grün) und der "III-Tubulin (rot) Immunoreaktivität zeigen hESC-NSCs 1 (B, C), 4 (D, E) 
und 7 (F, G) Tage nach Wachstumsfaktorentzug (Abb. 3.6). Es zeigte sich, dass die Anzahl 
der EGFP-positiven Zellen sowie die der "III-Tubulin-positiven Zellen mit der Zeit zunahm. 
Die maximale Expression von EGFP lag am Tag 4 nach Wachstumsfaktorentzug (Abb. 3.6 
A). Zwei Tage nach Wachstumsfaktorentzug zeigten insgesamt 2,7 ± 0,7 % der 
differenzierten Zellen eine EGFP-Fluoreszenz, wobei nur ein geringer Anteil dieser EGFP-
positiven Zellen "III-Tubulin koexprimierte (7,6 ± 3,6 %). Demgegenüber waren bezogen auf 
die Gesamtpopulation 3,8 ± 1,1 % der Zellen "III-Tubulin-positiv. Nur ein kleiner Anteil von 
7,5 ± 4,2 % der "III-Tubulin-positiven Neurone exprimierte das Transgen. Vier Tage nach 
Wachstumsfaktorentzug stieg der Prozentsatz an EGFP-positiven Zellen auf ein Maximum 
von 5,3 ± 2,9 %. Zu diesem Zeitpunkt exprimierten 10 ± 3,5 % der EGFP-positiven Zellen 
"III-Tubulin. Dies kam einem Anteil von 6,3 ± 2 % der "III-Tubulin-positiven Neurone 
gleich. Bezogen auf die Gesamtpopulation exprimierten 7,0 ± 0,6 % der Zellen "III-Tubulin. 
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Sechs und sieben Tage nach Wachstumsfaktorentzug sank die EGFP-positive Fraktion auf 
1,5 ± 0,6 % bzw. 0,8 ± 0,3 % der Gesamtpopulation bzw. 2,0 ± 0,9 % bzw. 1,6 ± 0,6 % der 
"III-Tubulin-positiven Zellen ab. Zu diesem Zeitpunkt waren 10 ± 0,9 % bzw. 13,3 ± 0,4 % 
der Gesamtpopulation "III-Tubulin-positiv (Abb. 3.6 A). 
 
 
Abb. 3.6: Expression von T!1-EGFP und " III-Tubulin während der in vitro Differenzierung von 
hESC-NSCs. 
Die unter Wachstumsfaktorentzug kultivierten hESC-NSCs wurden jeweils 1 Tag vor der Fixierung mit dem 
T!1-EGFP-Konstrukt transient transfiziert. Wie die neuronale "III-Tubulin Immunoreaktivität nahm auch die 
Anzahl der EGFP-positiven Zellen zunächst zu, zeigte ein Maximum an Tag 4 nach Wachstumsfaktorentzug und 
nahm im weiteren Verlauf der Differenzierung im Gegensatz zur Anzahl der "III-Tubulin-positiven Zellen 
wieder ab (A). Phasenkontrastbilder (B, D, F) und Immunfluoreszenzaufnahmen (C,E,G) der EGFP- (grün) und 
"III-Tubulin-Expression (rot) zeigen differenzierende hESC-NSCs, 1 (B, C), 4 (D, E) und 7 (F, G) Tage nach 
Wachstumsfaktorentzug. Die Visualisierung der Zellkerne erfolgte mit DAPI (blau). Maßstabsbalken: 50 µm. 
 
Um den Verlauf der EGFP-Expression in 4 Tage differenzierten hESC-NSCs weiter zu 
bestimmen, wurden Expressionsanalysen der EGFP-Fluoreszenz 24, 48, 72, 96 und 120 h 
nach der transienten Transfektion von hESC-NSCs mit dem T!1-EGFP-Konstrukt 
durchgeführt (Abb. 3.7). Die neurale Zellpopulation, die am Tag 4 der Differenzierung mit 
dem T!1-EGFP-Konstrukt transient transfiziert wurden, wies eine rapide Abnahme in der 
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Anzahl der EGFP-positiven Zellen in einem Zeitraum von 24 h bis 120 h nach der 
Transfektion (Abb. 3.7 A) auf. Während 24 h nach der Transfektion 4,1 ± 0,2 % der Zellen 
und 48 h nach der Transfektion 3,4 ± 0,6 % der Zellen eine EGFP-Fluoresenz aufwiesen, sind 
72 h danach nur noch 1,9 ± 1,1 % der Zellen EGFP positiv. Eine noch geringere Anzahl von 
0,4 ± 0,3 % EGFP-positiver Zellen wurde 120 h nach der Transfektion festgestellt. Im 
Gegensatz dazu stieg die Anzahl der "III-Tubulin positiven Zellen und damit die Anzahl der 
Neurone von 5,1 ± 1,2 % (24 h), über 8,4 ± 1,7 % (48 h), 10,3 ± 4,6 % (72 h), 12,2 ± 2,8 % 
(96 h) auf 18,2 ± 2,9 % (120 h) mit der Zeit stetig an. 
 
 
Abb. 3.7: T!1-EGFP- und " III-Tubulin-Expression differenzierender hESC-NSCs zu 
verschiedenen Zeitpunkten nach der Transfektion. 
HESC-NSCs wurden unter Wachstumsfaktorentzug kultiviert und am Tag 4 der Differenzierung mit dem T!1-
EGFP-Konstrukt transient transfiziert. (A) Die Anzahl der EGFP-positiven Zellen nahm über einen Zeitraum 
von 120 h nach der Transfektion rapide ab, während die Anzahl der "III-Tubulin positiven Zellen zunahm. 
(B-G) Immunfluoreszenzbilder zeigen differenzierende hESC-NSCs 24 h (B, C), 72 h (D, E) und 120 h (F, G) 
nach T!1-EGFP Transfektion. 24 h nach der Transfektion zeigten deutlich mehr Zellen eine EGFP-Fluoreszenz 
(grün) als nach 72 h (D) und 120 h (F). Einige EGFP-positive Zellen nahmen eine neuronale Morphologie an (F) 
und koexprimierten "III-Tubulin (G, rot). Die Visualisierung der Zellkerne erfolgt mit DAPI (blau). 
Maßstabsbalken: 50 µm. 
 
3.2.1.1.2 Promotorspezifität des T!1-EGFP-Konstrukts 
Um einen Eindruck der Promotorspezifität von T!1 zu erhalten, wurden verschiedene nicht-
neuronale Zelllinien, wie LN-18 (Glioblastomzelllinie), 293-T (Nierenkarzinomzelllinie), 
NIH-3T3 (Maus-Fibroblastenzelllinie) und HeLa (Gebärmutterhalskarzinomzelllinie) mit dem 
T!1-EGFP-Konstrukt oder einem CMV-EGFP-Kontrollplasmid, bei dem das EGFP-Gen 
unter der Kontrolle des ubiquitär exprimierten CMV-Promotors steht, transient transfiziert. 
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Abb. 3.8: Transfektion nicht-neuronaler Zelllinien mit dem T!1-EGFP-Konstrukt. 
Zur Bestimmung der Spezifität des T!1-Promotors wurden die nicht-neuronalen Zelllinien LN-18 
(Glioblastomzelllinie), 293-T (Nierenkarzinomzelllinie), NIH-3T3 (Maus-Fibroblastenzelllinie) und HeLa 
(Gebärmutterhalskarzinomzelllinie) mit einem Kontrollplasmid (CMV-EGFP) und dem T!1-EGFP-Konstrukt 
transient transfiziert. (A) Die Anzahl der EGFP-positiven Zellen in den mit dem T!1-EGFP-Konstrukt 
transfizierten Zelllinien war signifikanter kleiner als in den Zellen, die mit dem Kontrollplasmid CMV-EGFP 
transfiziert wurden. (B-E) Phasenkontrastaufnahmen und korrespondierende EGFP-Immunfluoreszenzbilder der 
CMV-EGFP und T!1-EGFP transfizierten Zelllinien LN-18 (B1-B4), 293-T (C1-C4), NIH-3T3 (D1-D4) und 
HeLa (E1-E4). Die Zellkerne wurden mit DAPI (blau) gefärbt. Maßstabsbalken: 50 µm.* Signifikanz: p$0,05; ** 
Signifikanz: p$0,01; *** Signifikanz: p$0,001. 
 
Am darauffolgenden Tag wurde die Anzahl der Zellen, die jeweils das Kontrollplasmid 
CMV-EGFP und das T!1-EGFP-Konstrukt exprimierten, anhand der EGFP-Fluoreszenz 
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bestimmt (Abb. 3.8). Dabei konnte festgestellt werden, dass bei allen vier Zelllinien nur ein 
geringer Anteil an EGFP-positven Zellen detektiert werden konnte, die mit dem T!1-EGFP-
Konstrukt transfiziert wurden. Bei den LN-18 Zellen stehen mit 4,0 ± 0,6 % positiver EGFP-
Zellen nach erfolgter T!1-EGFP Transfektion, 17,4 ± 9,1 % positive Zellen nach CMV-
EGFP Transfektion gegenüber (Abb. 3.8 A, B1-B4). 
Ebenfalls signifikante Unterschiede bei der Anzahl der EGFP-fluoreszierenden Zellen konnte 
in Abhängigkeit vom Plasmid bei der Nierenkarzinomzelllinie 293-T mit 2,8 ± 0,3 % T!1-
EGFP-positiver Zellen versus 25,9 ± 4,2 % CMV-EGFP-fluoreszierender Zellen (Abb. 3.8 A, 
C1-C2), bei den Mausfibroblastenzellen NIH-3T3 mit 0,1 ± 0,1 % versus 4,4 ± 1,8 % (Abb. 
3.3 A, D1-D3) und bei der HeLa-Zelllinie mit 0,5 ± 0,5 % versus 40 ± 10,3 % (Abb. 3.8 A, E1-
E4) festgestellt werden. Diese Daten weisen darauf hin, dass das gewählte T!1-EGFP-
Plasmid in nicht-neuronalen Zellen nur bedingt exprimiert wird, wodurch anzunehmen ist, 
dass es sich um einen gewebespezifischen Promotor handelt. 
 
3.2.1.1.3 Charakterisierung der T!1-EGFP-positiven Population 
Zur Charakterisierung der T!1-EGFP positiven Population wurden hESC-NSCs 4 Tage unter 
Wachstumsfaktorentzug differenziert, mit dem T!1-EGFP Konstrukt transient transfiziert und 
am darauffolgenden Tag immunzytochemisch analysiert. Die Immunfluoreszenzanalyse der 
neuralen Vorläuferkulturen 5 Tage nach Wachstumsfaktorentzug zeigte, dass 30,9 ± 7,0 % der 
T!1-EGFP-positiven Zellen (Abb. 3.9 A) den frühen neuronalen Marker "III-Tubulin 
exprimierten (Abb. 3.9 C2; C1 korrespondierende EGFP-Fluorezenz). 71,7 ± 9,7 % der EGFP-
positiven Zellen (Abb. 3.9 A) koexprimierten den neuralen Marker Nestin (Abb. 3.5 B2; B1 
korrespondierende EGFP-Fluorezenz) und 63,6 ± 3,4 % zeigten Immunoreaktivität für PSA-
NCAM, einem Marker für neurale Vorläufer und Neurone (Abb. 3.9 D2; D1 
korrespondierende EGFP-Fluorezenz). In der EGFP-negativen Population exprimierten 
hingegen nur 6,8 ± 1,2 % der Zellen "III-Tubulin, aber 98,1 ± 1,0 % Nestin und 70,0 ± 1,6 % 
PSA-NCAM. Inkubation mit BrdU für 3 h und anschließender Immunfluoreszenzfärbung 
ergaben, dass nur ein geringer Anteil der T!1-EGFP-positiven Zellen eine Immunoreaktivität 
für den Proliferationsmarker BrdU (10,4 ± 5,9 %; Abb. 3.9 A) zeigten. Demgegenüber 
konnten in der EGFP-negativen Population mit 41,8 ± 1,3 % viermal so viele BrdU-positive 
Zellen ausgezählt werden. Die Ergebnisse dokumentieren, dass T!1-EGFP-exprimierende 
Zellen eine weitestgehend neuronale Population bilden, die nur bedingt proliferativ erscheint. 
Verglichen mit der EGFP-negativen Population weist die EGFP-positive Population eine 
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signifikant erhöhte Expression des neuronalen Antigens "III-Tubulin, sowie einen signifikant 
geringeren Anteil an Nestin und proliferierender BrdU-positiver Zellen auf (Abb. 3.9 A). 
 
 
Abb. 3.9: Charakterisierung der T!1-EGFP-positiven Zellen in 5 Tage differenzierten hESC-
NSCs. 
Unter Wachstumsfaktorentzug wurden hESC-NSCs 4 Tage vordifferenziert, mit dem T!1-EGFP Konstrukt 
transient transfiziert und am darauffolgenden Tag immunzytochemisch analysiert. (A) Expression verschiedener 
neuraler Marker in T!1-EGFP-positiven und negativen Zellen. Proliferationsassays konnten zeigen, dass die 
T!1-EGFP-positiven Zellen signifikant weniger BrdU inkorporierten als die negativen Populationen. Verglichen 
mit der T!1-EGFP-negativen Population wies die positive Population eine signifikant niedrigere Expression des 
neuralen Markers Nestin (B2) auf, wohingegen bei der Expression von PSA-NCAM (D2) kein signifikanter 
Unterschied festzustellen war. Die T!1-EGFP-positive Population weist zudem eine signifikant erhöhte 
Expression des neuronalen "III-Tubulin Antigens (C2) auf. (B1-D1) Jeweils korrespondierende 
Fluoreszenzaufnahmen der EGFP-Expression. Die Visualisierung der Zellkerne erfolgte mit DAPI (blau). 
Maßstabsbalken: 50 µm. * Signifikanz: p$0,05; ** Signifikanz: p$0,01; *** Signifikanz: p$0,001. 
 
3.2.1.2 Linienselektion der T!1-EGFP-positiven Zellen 
Nachdem die Daten aus den in vitro Differenzierungsexperimenten auf eine erhöhte 
Expression von T!1-EGFP in Neuronen hinwiesen (3.2.1.1), sollte unter Verwendung der 
FACS-Technik aus den mit dem T!1-EGFP-Konstrukt transfizierten hESC-NSCs eine 
hochaufgereinigte neuronale Population isoliert werden (Abb. 3.10). Hierfür wurden die 
Zellen 4 Tage vordifferenziert, mit T!1-EGFP transient transfiziert, zwei weitere Tage 
differenziert und anschließend mittels FACS isoliert. Dem Nachteil eines geringen 
prozentualen Anteils an EGFP-positiven Zellen (5,7 ± 1,2 %, durchflusszytometrische 
Bestimmung), steht dabei der Vorteil gegenüber, dass eine Population für die Selektion 
verwendet wird, die noch nicht zu weit differenziert ist und noch keine komplexen Fortsätze 
aufweist. Um eine gute Vereinzelung zu erreichen, wurden die Zellen unmittelbar vor der 
Sortierung durch einen Filter gegeben. Tote Zellen wurden über Propidiumiodid (PI)-
  Ergebnisse 
 105 
Fluoreszenz identifiziert und aus der zu analysierenden Zellpopulation eliminiert (Abb. 3.10 
A). Die Durchflusszytometrie zeigte eine gut detektierbare EGFP-positive Zellpopulation 
(Abb. 3.10; P2). EGFP-positive und negativ-sortierte Kontroll-Zellen aus derselben 
Präparation wurden separat auf Polyornithin/Laminin-beschichteten Schalen in 
Differenzierungsmedium plattiert und nach 4 h (Abb. 3.10 C-G), 3 Tagen und 8 Tagen (Abb. 
3.11) mit 4 % Paraformaldehyd/PBS fixiert. 
 
 
Abb. 3.10: Charakterisierung T!1-EGFP-sortierter Zellen 4 h nach FACS. 
Vier Tage vordifferenzierte hESC-NSCs wurden mit dem T!1-EGFP-Konstrukt transient transfiziert, 2 weitere 
Tage differenziert und anschließend mittels FACS isoliert. (A) 6 Tage nach Wachstumsfaktorentzug konnte eine 
deutliche Fraktion EGFP-fluoreszierender Zellen in hESC-NSC-Kulturen detektiert werden. Tote Zellen wurden 
über Propidiumiodid (PI)-Fluoreszenz identifiziert und aus der zu analysierenden Zellpopulation eliminiert. Als 
Kontrolle (negative Fraktion) werden EGFP-negativen Zellen aufgefangen. (B) Die sortierten Populationen 
wiesen gegenüber den Kontrollen (4,4 ± 1,6 %) eine hochgradige Anreicherung EGFP-positiver Zellen 
(85,8 ± 2,3 %) auf. (C) EGFP-Expression der positiv-sortierten Zellfraktion. (D) Nestin- und "III-Tubulin-
Expression (E) der EGFP-negativen Zellfraktion 4 h nach Plattieren. (F) Nestin- und "III-Tubulin-Expression 
(G) in sortierten EGFP-positiven Zellen (grün) 4 h nach Plattieren. Die Zellkerne wurden mit DAPI gefärbt 
(blau). Maßstabsbalken: 100 µm. *** Signifikanz: p$0,001. 
 
Für die immunzytochemischen Untersuchungen wurden T!1-EGFP-transfizierte und über 
FACS-angereicherten Zellen zusätzlich zur besseren Visualisierung der EGFP-Fluoreszenz 
mit einem entsprechenden Antikörper gefärbt. Die positiv-sortierten und anschließend 
plattierten Zellen zeigten 4 h nach FACS eine deutliche EGFP-Fluoreszenz (Abb. 3.10 C). 
Gegenüber der Kontrollen mit 4,4 ± 1,6 % EGFP-positiven Zellen, zeigten die sortierten 
Populationen mit 85,8 ± 2,3 % eine hochgradige Anreicherung EGFP-positiver Zellen. 
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Ausgehend von der Anzahl der EGFP-positven Zellen in den Gesamtzellpopulationen am Tag 
der FACS-Isolierung (5,7 ± 1,2 %; durchflusszytometrische Bestimmung), konnte damit eine 
15-fache Anreicherung der EGFP-positiven Zellen erreicht werden. Ebenso wie die Zellen der 
negativen FACS-Fraktion (Abb. 3.10 D, E), exprimierten die Zellen der EGFP-positiven 
Fraktion überwiegend Nestin (Abb. 3.6, F) und zu einem geringeren Anteil "III-Tubulin 
(Abb. 3.10 G). Einige Zellen der positiv-sortierten Fraktion bildeten im weiteren Verlauf der 
Differenzierung in der Zellkulturschale kleine Fortsätze aus (siehe auch 3.2.1.3). 
 
3.2.1.3 Phänotypische Charakterisierung der T!1-EGFP selektierten Population 
Zur Ausreifung wurden die 6 Tage vordifferenzierten EGFP-positiv- und negativ-sortierten 
Zellen als Kontrolle aus derselben Präparation separat auf Zellkulturschalen ausplattiert, für 
weitere 3 und 8 Tage differenziert und mit 4 % Paraformaldehyd/PBS fixiert (Abb. 3.11). Für 
die Charakterisierung wurde die EGFP-sortierte Population sowie die negative Zellpopulation 
als Kontrolle mit Antikörpern für den neuralen Marker Nestin und die neuronalen Marker 
"III-Tubulin und MAP2ab gefärbt. Wie unter 3.2.1.1 beschrieben kann die Expression des 
T!1-EGFP-Konstrukts, welches transient in die neuralen Zellen eingebracht wurde, nur über 
einen kurzen Zeitraum beobachtet werden. Dementsprechend waren im gewählten Zeitraum 
von 3 und 8 Tagen nach FACS nur wenige GFP-positive Zellen in der sortierten Population 
nachweisbar. 
Die neuronale Differenzierung der FACS-sortierten Population wurde durch 
Immunoreaktivität mit "III-Tubulin und MAP2ab ermittelt. Die Quantifizierung der "III-
Tubulin-immunoreaktiven Zellen 3 Tage nach FACS ergab eine minimale Anreicherung von 
neuronalen Zellen in der EGFP-positiv-sortierten Fraktion (Abb. 3.11 A). 16,3 ± 3,2 % der 
EGFP-positiven Populationen exprimierte "III-Tubulin (Abb. 3.11 A, B2). Im Vergleich dazu 
waren in der negativ-sortierten Fraktion (Kontrolle) 10,0 ± 1,4 % der Zellen "III-Tubulin-
positiv (Abb. 3.11 A, B1). Zu diesem Zeitpunkt wiesen nur 1,7 % der positiv-sortierten 
Zellfraktion eine EGFP-Expression auf, wobei 50 % dieser Zellen "III-Tubulin-positive 
Neurone waren. 
Die Quantifizierung der EGFP-positiv-sortierten Zellpopulation 8 Tage nach FACS zeigte 
ebenfalls nur eine minimale Anreicherung neuronaler Zellen (Abb. 3.11 C). Zu diesem 
Zeitpunkt war eine EGFP-Expression in den sortierten Zellen nicht mehr nachweisbar. 
19,3 ± 3,7 % der EGFP-positiv-sortierten Populationen exprimierte "III-Tubulin (Abb. 3.11 
C, E2), wobei 14,1 ± 3,1 % der negativ-sortierten Zellen "III-Tubulin-positiv waren (Abb. 
3.11, C, E1).  
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Abb. 3.11: Charakterisierung T!1-EGFP-sortierter Zellen 3 und 8 Tage nach FACS. 
HESC-NSCs wurden für 4 Tage neuronal vordifferenziert, mit dem T!1-EGFP Konstrukt transient transfiziert 
und 2 weitere Tage differenziert. Nach anschließender FACS Sortierung wurden die Zellen für weitere 
3 bzw. 8 Tage differenziert. (A) 3 Tage nach FACS konnte eine minimale Anreicherung "III-Tubulin-
exprimierender Zellen in EGFP-positiven Zellfraktionen im Vergleich zu Kontrollpopulationen beobachtet 
werden. Gegenüber der Kontrolle (10,0 ± 1,4 %) zeigten 16,3 ± 3,2 % der EGFP-sortierten Zellen eine "III-
Tubulin Expression. (B) "III-Tubulin-positive Zellen in der negativ-sortierten (B1) und EGFP-positiven Fraktion 
(B2) 3 Tage nach FACS. (C) Ausreifung der Zellen für 8 Tage nach FACS resultierte in einer Anreicherung von 
überwiegend Nestin-exprimierenden (79,6 ± 3,9 %) Zellen. Eine "III-Tubulin Expression zeigten 19,3 ± 3,7 % 
der EGFP-positiv-sortierten Zellen und 18,2 ± 2,9 % exprimierten den neuronalen Marker MAP2ab. (D-F) 
Immunfluoreszenzen für Nestin (D1, D2), "III-Tubulin (E1, E2) und MAP2ab (F1, F2) in der EGFP-negativ-
sortierten (D1, E1, F1) und EGFP-positiv-sortierten (D2, E2, F2) Zellpopulation 8 Tage nach FACS. Die Zellkerne 
wurden mit DAPI visualisiert (blau). Maßstabsbalken: 50 µm. * Signifikanz: p$0,05; ** Signifikanz: p$0,01. 
 
Zu diesem Zeitpunkt wiesen 18,2 ± 2,9 % der EGFP-positiv-sortierten Zellen bereits eine 
MAP2ab-Expression auf (Abb. 3.11 C, F2). Im Vergleich dazu konnten in den negativ-
sortierten Populationen 12,9 ± 1,2 % MAP2ab-positive Neurone festgestellt werden (Abb. 
3.11 C, F1). Acht Tage nach EGFP-FACS exprimierten noch 79,6 ± 3,9 % der EGFP-positiv-
sortierten Zellen Nestin (Abb. 3.11 C, D2), während 88,8 ± 2,4 % der negativ-sortierten Zellen 
diesen neuralen Marker exprimierten (Abb. 3.11 C, D1). 
Insgesamt wiesen die Daten auf eine nur geringfügige Anreicherung neuronaler Zellen nach 
T!1-EGFP-basierter Selektion hin. 
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3.2.2 Immuno-basierte Selektion hESC-abgeleiteter Neurone 
3.2.2.1 Charakterisierung L1-exprimierender Zellen 
Zur Charakterisierung der L1-Expression wurden hESC-NSCs (Zelllinie H9.2) zu 
unterschiedlichen Zeitpunkten in der in vitro Differenzierung untersucht 
(Tag 2, 4, 6, 8 und 10). Die ersten L1-positiven Zellen konnten 2 Tage nach 
Wachstumsfaktorentzug-induzierter Differenzierung beobachtet werden. Die Anzahl der L1-
positiven Zellen nahm mit steigender Differenzierungsdauer stetig zu. 
 
3.2.2.1.1 Zeitverlauf der L1-Expression 
HESC-NSCs (Zelllinie H9.2) wurden bis 10 Tage nach Wachstumsfaktorentzug-induzierter 
Differenzierung untersucht, um den zeitlichen Verlauf der L1-Expression und der neuronalen 
Differenzierung ("III-Tubulin-Expression) zu bestimmen. Die unter Wachstumsfaktorentzug 
kultivierten neuralen Zellen wurden dazu am Tag 2, 4, 6, 8 und 10 der Differenzierung fixiert. 
Die L1- und "III-Tubulin-Expression wurde immunzytochemisch untersucht und quantifiziert 
(Abb. 3.12). Die repräsentativen Immunfluoreszenzaufnahmen der L1- (grün) und "III-
Tubulin-Expression (rot) zeigen hESC-NSCs 4 und 8 Tage nach Wachstumsfaktorentzug 
(Abb. 3.12 B, C und D, E). Durch Quantifizierung L1- und "III-Tubulin-exprimierender 
Zellen über diesen Differenzierungszeitraum konnte ein stetiger Anstieg L1-positiver und 
"III-Tubulin-positiver Zellen nachgewiesen werden (Abb. 3.12 A). 
 
 
Abb. 3.12: Expression von L1 und " III-Tubulin während der in vitro Differenzierung von hESC-
NSCs. 
(A) Die unter Wachstumsfaktorentzug kultivierten hESC-NSCs wurden zu unterschiedlichen Zeitpunkten in der 
Differenzierung untersucht. Die Anzahl der "III-Tubulin-positiven Zellen stieg ebenso wie die Anzahl der L1-
positiven Zellen mit der Zeit an. L1-exprimierende Zellen wiesen wie "III-Tubulin-positive Zellen eine 
neuronale Morphologie auf. (B-E) Immunfluoreszenzaufnahmen der L1- (grün) und "III-Tubulin-Expression 
(rot) differenzierender hESC-NSCs 4 (B, C) und 8 (D, E) Tage nach Wachstumsfaktorentzug. Die Visualisierung 
der Zellkerne erfolgte mit DAPI (blau). Maßstabsbalken: 100 µm. 
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Zwei Tage nach Wachstumsfaktorentzug zeigten insgesamt 0,6 ± 0,5 % der differenzierten 
Zellen eine L1-Expression (Abb. 3.12 A). Demgegenüber waren, bezogen auf die 
Gesamtpopulation, 0,9 ± 0,3 % der Zellen "III-Tubulin-positiv (Abb. 3.12 A). 66,7 % der 
"III-Tubulin-positiven Neurone koexprimierten das Zelladhäsionsprotein L1. Vier Tage nach 
Wachstumsfaktorentzug stieg der Prozentsatz an L1-positiven Zellen auf 2,4 ± 0,6 % (Abb. 
3.12 A). Zu diesem Zeitpunkt exprimierten, bezogen auf die Gesamtpopulation, 2,9 ± 0,1 % 
der Zellen "III-Tubulin (Abb. 3.12 A), wobei 82,7 % der Neurone eine L1-Immunoreaktivität 
zeigten. Zwei und vier Tage nach Differenzierung wiesen die Zellen eine bi- bis multipolare 
Zellmorphologie auf, ein Merkmal für noch junge, unreife Neurone. Sechs Tage nach 
Wachstumsfaktorentzug waren 3,1 ± 0,1 % der gesamten Zellpopulation L1 und 3,6 ± 0,6 % 
"III-Tubulin positiv (Abb. 3.12 A). Zu diesem Zeitpunkt exprimierten 86,1 % der "III-
Tubulin-positiven Neurone das Zelloberflächenprotein L1. Acht Tage nach 
Wachstumsfaktorentzug stieg die Anzahl der L1- bzw. "III-Tubulin-positiven Zellen deutlich 
an. Zu diesem Zeitpunkt waren 7,5 ± 2,6 % bzw. 8 ± 2,1 % der Gesamtpopulation L1 bzw. 
"III-Tubulin-positiv (Abb. 3.12 A). Hiervon koexprimierten 93,7 % der "III-Tubulin-
immunoreaktiven Zellen L1. Ab Tag 8 der Differenzierung zeigten die L1-positiven Zellen 
eine weitaus komplexere Zellmorphologie mit langen und verzweigten Fortsätzen. Nach 
10 Tagen Wachstumsfaktorentzug konnte wiederum ein Anstieg L1-positiver und "III-
Tubulin-positiver Zellen verzeichnet werden. Zu diesem Zeitpunkt in der Differenzierung 
waren 9,8 ± 0,9 % der Zellen L1- und 12,2 ± 1,6 % "III-Tubulin-positiv (Abb. 3.12 A). 
80,3 % der "III-Tubulin-positiven Zellen koexprimierten L1. Zu jedem Zeitpunkt in der 
Differenzierung (Tag 2, 4, 6, 8 und 10) koexprimerten die L1-positiven Zellen zu 100 % "III-
Tubulin. 
 
3.2.2.1.2 Charakterisierung der L1-positiven Population 
Zur Charakterisierung der L1-positiven Population wurden hESC-NSCs (Zelllinie H9.2) 14 
Tage unter Wachstumsfaktorentzug differenziert und immunzytochemisch auf die Expression 
neuronaler Marker untersucht (Abb. 3.13). Die Immunfluoreszenzanalyse 14 Tage nach 
Wachstumsfaktorentzug zeigte, dass die L1-positive Zellpopulation in sowohl %III-Tubulin- 
als auch MAP2ab-positive Neurone differenzierte. Die Quantifizierung ergab, dass 
99,4 ± 1,1 % der L1-positiven Zellen den allgemeinen neuronalen Marker "III-Tubulin und 
89,1 ± 8,4 % der L1-positiven Zellen den für reife Neurone charakteristischen Marker 
MAP2ab exprimierten. 
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Abb. 3.13: Charakterisierung der L1-positiven Population während der in vitro Differenzierung 
von hESC-NSCs.  
HESC-NSCs wurden 14 Tage unter Wachstumsfaktorentzug differenziert und die L1-positive Zellpopulation 
immunzytochemisch auf neuronale Marker untersucht. Die L1-positive Population differenzierte in eine 
Population von %III-Tubulin- und MAP2ab-positiven Neuronen, die sowohl einen GABAergen (GABA) als auch 
einen glutamatergen (VGluT1) Phänotyp aufwiesen. 
 
Zu diesem Zeitpunkt wiesen die Zellen sowohl einen GABAergen als auch glutamatergen 
Phänotyp auf. Der Neurotransmitter GABA wurde von 47,7 ± 15,3 % der Zellen exprimiert, 
während 48,1 ± 15,5 % der Zellen immunopositiv für den vesikulären Glutamat-Transporter 1 
(VGluT1) waren. 
 
3.2.2.2 Linienselektion der L1-positiven Zellpopulation 
Die in vitro Differenzierungsdaten von hESC-NSCs zeigten eine deutliche Expression des 
Zelladhäsionsmoleküls L1 in Neuronen (vgl. 3.2.2.1). Unter Verwendung der FACS-Technik 
sollte nun aus den hESC-NSCs der Zelllinien H9.2 und I3 eine hochaufgereinigte L1-positive 
Population isoliert werden (Abb. 3.14). Die Zellen wurden dafür 7 Tage unter 
Wachstumsfaktorentzug vordifferenziert und mittels FACS sortiert. Durch den frühen 
Zeitpunkt der Isolation wurde sichergestellt, dass eine Population für die Selektion verwendet 
wurde, die noch nicht zu weit differenziert war und noch keine komplexen Fortsätze aufwies. 
Demgegenüber stand zum gewählten Differenzierungszeitpunkt allerdings der geringe 
prozentuale Anteil an L1-positiven Zellen (5,2 ± 1,2 %, durchflusszytometrische 
Bestimmung). Für eine gute Vereinzelung wurden die Zellen unmittelbar vor der Sortierung 
durch einen Filter gegeben. Tote Zellen wurden über Propidiumiodid (PI)-Fluoreszenz aus der 
zu analysierenden Zellpopulation eliminiert (Abb. 3.14 A; P3). Die Durchflusszytometrie 
zeigte eine gut detektierbare L1-positive Zellpopulation (Abb. 3.14 A; P2). Die 
differenzierten Zellen wurden aufgrund der Antikörper-basierten L1-Fluoreszenzintentität 
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isoliert. Die L1-positive Population sowie negativ-sortierte und nicht-sortierte Zellen als 
Kontrollen aus derselben Präparation wurden separat auf Polyornithin/Laminin-beschichteten 
Schalen in Differenzierungsmedium plattiert. Die positiv-sortierten Zellen zeigten 24 h nach 
FACS neben einer deutlichen L1-Immunfluoreszenz (Abb. 3.14 E, grün; F, 
Phasenkontrastaufname) auch eine Koexpression mit "III-Tubulin (Abb. 3.14 E, rot). Die 
Quantifizierung der Immunfluoreszenz ergab, dass 96,2 ± 1,2 % (H9.2) bzw. 77,2 ± 5,3 % 
(I3) der Zellen in der positiven Fraktion L1 exprimierten (Abb. 3.14 B), wohingegen in der 
negativen Zellfraktion nur 1,6 ± 0,6 % (H9.2) bzw. 8,2 ± 4 % (I3) L1-positiv waren (Abb. 
3.14 B, C). In der nicht-sortierten Zellfraktion zeigten 5,7 ± 0,8 % (H9.2) bzw. 9,9 ± 3,1 % 
(I3) der Zellen eine L1-Expression (Abb. 3.14 B, D). 
Dies kommt einer 17-fachen Anreicherung der L1-positiven Zellen für die Zelllinie H9.2 und 
einer 8-fachen Anreicherung für die Zelllinie I3 gleich. Demnach zeigte die L1-selektierte 
Population gegenüber den Kontrollen eine hochgradige und signifikante Anreicherung L1-
positiver Zellen. Die L1-positiven Zellen koexprimierten den neuronalen Marker "III-Tubulin 
und bildeten im weiteren Verlauf der Differenzierung in der Zellkulturschale deutliche 
Fortsätze aus. 
Die neuronale Identität der L1-selektierten Population konnte ebenfalls mittels Western Blot 
festgestellt werden (Abb. 3.14 G). Hierfür wurden Proteinlysate aus der positiv- und negativ-
sortierten Zellfraktion sowie Proteinlysate aus humanem Gehirngewebe als Positiv-Kontrolle 
verwendet. Die Signalintensitäten wurden mithilfe der Software ImageJ ermittelt. In der L1-
positiven Fraktion konnte im Gegensatz zur negativen Fraktion das Zelloberflächenprotein L1 
detektiert werden. "III-Tubulin wurde in der L1-positiven Zellfraktion deutlich stärker 
exprimiert (relative Signalintensität: 1,9) als in der negativen Fraktion (relative 
Signalintensität: 0,5). Des Weiteren zeigten die Zellen der positiv-selektierten Fraktion eine 
stärkere VGluT1-Bande (relative Signalintensität der positiven Fraktion: 0,9 und die der 
negativen Fraktion: 0,4). Dies deutet drauf hin, dass es sich zumindest bei einem Teil der L1-
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Abb. 3.14: Charakterisierung L1-sortierter Zellen 24 h nach FACS.  
(A) 7 Tage nach Wachstumsfaktorentzug konnte eine deutliche Fraktion L1-exprimierender Zellen in hESC-
NSC-Kulturen detektiert und über L1 sortiert werden. Tote Zellen wurden über PI-Fluoreszenz aus der 
Zellpopulation eliminiert. (B) Gegenüber den Kontrollen (nicht-sortierte und L1-negativ-sortierte Zellen) zeigte 
die positiv-sortierte Population 24 h nach FACS eine signifikante Anreicherung L1-positiver Zellen (Zelllinie 
H9.2: 96,2 ± 1,2 %; Zelllinie I3: 77,2 ± 5,2 %), die "III-Tubulin koexprimierten. (C) Immunfluoreszenz-
aufnahme der L1-negativen Zellfraktion 24 h nach FACS. (D) L1- (grün) und "III-Tubulin- (rot) exprimierende 
Zellen der nicht-sortierten Zellfraktion 24 h nach Plattieren. (E) L1- (grün) und "III-Tubulin-positive (rot) Zellen 
der L1-positiv-sortierten Fraktion nach 24 h. (F) Phasenkontrastaufnahme L1-positiv-selektierter Zellen nach 
24 h. (G) Proteinlysate L1-positiv-sortierter Zellen zeigten stärkere Banden für L1, "III-Tubulin und VGluT1 als 
negativ-sortierte Zellen und bestätigten so die neuronale Identität der L1-positiv-sortierten Zellen. Humanes 
Gehirngewebe diente als Positivkontrolle und "-Actin diente als Ladekontrolle. Bei der L1-positiven und der L1-
negativen Fraktion wurden 40 µg Protein und bei der Positiv-Kontrolle 20 µg Protein aufgetragen. Die Zellkerne 
wurden mit DAPI gefärbt (blau). Maßstabsbalken C-E: 50 µm; F: 100 µm. *** Signifikanz: p$0,001. 
 
Auch auf mRNA-Ebene ließ sich die Expressionen der neuronalen Marker "III-Tubulin, 
GAD67 und VGluT1/2 in L1-selektierten Zellen semi-quantitativ und quantitativ über RT-
PCR nachweisen (Abb. 3.15). In der semi-qRT-PCR zeigten L1-positiv-sortierte Zellen eine 
starke Expression des L1-Gens, sowie eine starke Expression der neuronalen Marker "III-
Tubulin und GAD67, ein Marker für inhibitorische, GABAerge Neurone (Abb. 3.15 A). 
Zugleich war bei diesen Zellen eine schwache Expression der neuronalen Gene VGluT1 und 
VGluT2, welche exzitatorische, glutamaterge Neurone kennzeichnen, festzustellen. Bei L1-
negativ-sortierten Zellen, konnte weder eine L1- noch eine VGluT1-Expression nachgewiesen 
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werden. Zellen der L1-negativ-sortierten Fraktion exprimierten jedoch schwach "III-Tubulin 
und GAD67. Die Expression des Tyrosin-Hydroxylase Gens (TH), welches auf dopaminerge 
Neurone hinweist, wurde ebenso wie die Expression von GFAP, ein Astrozyten-assoziertes 
Gen, in beiden Zellfraktionen nicht nachgewiesen. 
Quantitative RT-PCR-Untersuchungen bestätigten Unterschiede in der Expression neuronaler 
Gene in L1-positiv-sortierten Zellen im Vergleich zu L1-negativ-sortierten Zellen (Abb. 3.15 
B). So wurde eine erhöhte Expression des L1-Gens und der neuronalen Gene "III-Tubulin, 
GAD67 und VGluT1 nachgewiesen (nicht signifikant). Des Weiteren konnte ein niedrigeres 
Expressionsniveau für das Pax6-Gen sowie für das neurale Stammzellen-assoziierte Gen 
Nestin in L1-positiv-selektierten Zellpopulationen im Vergleich zu L1-negativ-sortierten 
Zellfraktion festgestellt werden (nicht signifikant). 
 
 
Abb. 3.15: Expression Differenzierungs-assoziierter Gene der L1-sortierten Population 24 h 
nach FACS. 
(A) Die Zellen der L1-positiv-sortierten Fraktion zeigten im Vergleich zur negativ-sortierten Zellfraktion in 
semi-qRT-PCR-Untersuchungen eine L1-Expression, sowie eine starke Expression der neuronalen Gene "III-
Tubuln und GAD67. Die Marker für glutamaterge Neurone VGluT1 und VGluT2 wurden in L1-positiv-
selektierten Zellen schwach exprimiert. Tyrosin-Hydroxylase (TH) und GFAP- wurden nicht nachgewiesen. Als 
interne Kontrolle wurde das Expressionsniveau des ribosomalen Proteins L27 bestimmt (B). Quantitative RT-
PCR-Untersuchungen zeigen Expressionsunterschiede der Gene L1, "III-Tubulin, GAD67 und VGluT1, sowie 
der Gene Pax6 und Nestin in L1-positiv-sortierten Zellen im Vergleich zu L1-negativ-sortierten Zellen (nicht 
signifikant). Die für die qRT-PCR erhobenen Daten wurden nach der &&CP-Methode auf ein Referenzgen (18S) 
sowie auf Daten, die für die L1-negativ-sortierten Zellen gewonnen wurden, bezogen. 
 
Der Nachweis von neuronalen Markern auf mRNA- und Proteinebene weist darauf hin, dass 
L1-positiv-sortierte Zellen eine neuronale Zellpopulation darstellen. Diese Daten bestätigen, 
dass Neurone über das Zelladhäsionsmolekül L1 aus einer heterogen-differenzierten hESC-
NSC-Population angereichert werden können. 
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3.2.2.3 Neuronale Identität L1-selektierter Zellen 
Für die Charakterisierung des weiteren Differenzierungspotentials der L1-immunoisolierten 
Population wurden L1-positive Zellen sowie negativ-sortierte und nicht-sortierte Zellen aus 
derselben Präparation zur neuronalen Ausreifung separat auf Zellkulturschalen ausplattiert 
und zusätzlich für 6 Tage kultiviert. Die Mehrheit der L1-positiven Zellen (Abb. 3.16 A1, B1, 
C1 und D1) koexprimierte die neuronalen Antigene "III-Tubulin und MAP2ab (Abb. 3.16, A2-
A3 und B2-B3). Jeweils ein Teil der L1-positiven Zellen (Abb. 3.16 C1 und D1) exprimierten 
die Subtyp-spezifischen Neurotransmitter VGluT1 und GABA (Abb. 3.16, C2-C3 und D2-D3). 
Zellen der negative-sortierten Fraktion und nicht-sortierte Zellen waren überwiegend L1-
negativ und wiesen teilweise eine noch typische Rosetten-ähnliche Morphologie von 
undifferenzierten hESC-NSCs auf (Abb. 3.16 E und F; weiße Pfeilspitze). Nur wenige "III-
Tubulin-immunoreaktive Zellen konnten in den Kontrollen nachgewiesen werden. 
Die Quantifizierung der neuronalen Markerexpression der L1-positiven Zellfraktionen, sowie 
die der negativ-sortierten und nicht-sortierten Zellen als Kontrollen 6 Tage nach FACS ergab 
eine hochsignifikante Anreicherung neuronaler Zellen in der L1-positiv-sortierten Fraktion 
(Abb. 3.17). Zu diesem Zeitpunkt wiesen 84,9 ± 8,4 % (Zelllinie H9.2) bzw. 68,6 ± 6,5 % 
(Zelllinie I3) der positiv-sortierten Zellen eine L1-Expression auf, wobei 100 % dieser Zellen 
%III-Tubulin-positive Neurone waren. In der L1-positiven Fraktion waren 84,9 ± 8,2 % (H9.2) 
bzw. 70,9 ± 6 % (I3) der Zellen immunoreaktiv für "III-Tubulin. Im Vergleich dazu waren in 
der negativ-sortierten Fraktion nur 3,9 ± 1,2 % (H9.2) bzw. 9,6 ± 0,9 % (I3) der Zellen L1 
positiv und in der nicht-sortierten Zellfraktion exprimierten 5,6 ± 2,5 % (H9.2) bzw. 
12,2 ± 3,1 % (I3) der Zellen das Zelladhäsionsmolekül L1 (Abb. 3.17). Des Weiteren zeigten 
5,5 ± 2,4 % (H9.2) bzw. 10,9 ± 1,4 % (I3) der Zellen der negativ-sortierten Population und 
8,4 ± 2 % (H9.2) bzw. 13,2 ± 2,9 % (I3) der nicht-sortierten Zellpopulation eine 
Immunoreaktivität für "III-Tubulin. 
In der L1-positiv-sortierten Gesamtpopulation exprimierten 76,9 ± 9,2 % (H9.2) bzw. 
45,3 ± 9,6 % (I3) der Zellen den späten neuronalen Marker MAP2ab (Abb. 3.17). 
Doppelfärbungen mit L1 und MAP2ab konnten zeigten, dass 87 % (H9.2) bzw. 77 % (I3) der 
L1-positiven Zellen eine MAP2ab-Koexpression aufwiesen. Im Vergleich dazu waren 
bezogen auf die Gesamtpopulation in der negativ-sortierten Fraktion 6,0 ± 2,3 % (H9.2) bzw. 
8,5 ± 1,1 % (I3) der Zellen MAP2ab-positiv und in der nicht-sortierten Zellpopulation zeigten 
5,0 ± 1,6 % (H9.2) bzw. 9,6 ± 2,7 % (I3) eine Immunoreaktivität mit MAP2ab. 
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Abb. 3.16: Immunzytochemische Charakterisierung L1-sortierter Zellen 6 Tage nach FACS.  
(A-B) Die Mehrheit der L1-positiven Zellen koexprimiert die neuronalen Antigene "III-Tubulin (A2, A3) und 
MAP2ab (B2, B3). (C-D) Ebenso koexprimierte jeweils ein Teil der L1-positiven Zellen VGluT1 (C2, C3) und 
GABA (D2, D3). Negativ-sortierte (E) und nicht-sortierte Zellen (F) waren überwiegend L1-negativ und wiesen 
teilweise eine typische Rosetten-ähnliche Morphologie von undifferenzierten hESC-NSCs auf (weiße 
Pfeilspitze). Nur ein kleiner Anteil dieser Zellen exprimierte "III-Tubulin. Phasenkontrastaufnahmen und 
Immunfluoreszenzbilder zeigen repräsentative Bilder der Zelllinie H9.2. Die Zellkerne wurden mit DAPI gefärbt 
(blau). Maßstabsbalken: 100 µm.  
 
Um die neuronale Population in der L1-positiv-selektierten Zellpopulation näher zu 
charakterisieren, wurden die Zellen immunzytochemisch auf einen glutamatergen (VGluT1, 
exzitatorische Neurone) und GABAergen (inhibitorische Neurone) Phänotyp untersucht. 
Sechs Tage nach FACS-Isolierung waren 61,4 ± 6,5 % (H9.2) bzw. 26,7 ± 4,8 % (I3) der 
Zellen VGluT1-positiv und 66,5 ± 3,2 % (H9.2) bzw. 39,1 ± 6,9 % (I3) exprimierten GABA 
(Abb. 3.17). Demgegenüber exprimierten nur 1,1 ± 0,6 % (H9.2) bzw. 0,5 ± 0,3 % (I3) der 
negativ-sortierten Zellfraktion VGluT1 und 2,6 ± 1,4 % (H9.2) bzw. 3,6 ± 2,1 % (I3) GABA. 
Nicht-sortierte Zellen zeigten zu 1,6 ± 0,7 % (H9.2) bzw. 2,6 ± 0,8 % (I3) eine VGluT1-
Expression und zu 4,7 ± 0,2 % (H9.2) bzw. 4,1 ± 0,8 % (I3) eine GABA-Immunoreaktivität 
(Abb. 3.17). Bei beiden Zelllinien (H9.2 und I3) konnte demnach durch die L1-
Immunoisolation eine signifikante Anreicherung GABAerger und glutamaterger Neurone im 
Vergleich zu den Kontrollen (negativ-sortierte und nicht-sortierte Zellfraktionen) erreicht 
werden (Abb. 3.17). Bei der Zelllinie H9.2 konnten über 60 % VGluT1- positive und über 
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60 % GABA-positive Zellen in der L1-positven Zellfraktion ausgezählt werden. Dieser 




Abb. 3.17: Quantifizierung der Immunzytochemie L1-sortierter Zellen 6 Tage nach FACS.  
Quantitative Auswertungen der Immunzytochemie L1-positiv- und negativ-sortierter sowie nicht-sortierter 
Zellpopulationen. Eine signifikante Anreicherung von L1-, "III-Tubulin-, MAP2ab-, GABA- und VGluT1-
exprimierender Zellen konnte in L1-positiven Zellfraktion nachgewiesen werden. * Signifikanz: p$0,05; ** 
Signifikanz: p$0,01; *** Signifikanz: p$0,001. 
 
Nach L1-immuno-basierter Selektion konnte kein signifikanter Unterschied hinsichtlich der 
Expression des Zelloberflächenproteins L1 und des neuronalen Markers "III-Tubulin 
zwischen den beiden hESC-NSC-Linien H9.2 und I3 festgestellt werden. Die Expression des 
neuronalen Markers MAP2ab unterschied sich hingegen signifikant (p$0,05). Ein 
hochsignifikanter Unterschied zeigte sich auch in der Subtyp-spezifischen neuronalen 
Differenzierung. Durch L1-basierte Selektion konnten ausgehend von hESC-NSCs der hESC-
Linie H9.2 signifikant mehr VGLuT1- (p$0,001) und GABA-positive (p$0,01) Zellen in der 
L1-positiven Fraktion angereichert werden als bei hESC-NSCs der Zelllinie I3 (Abb. 3.17). 
 
Auf mRNA Ebene konnte ebenfalls die Expression neuronaler Marker in L1-selektierten 
Zellen 6 Tage nach FACS nachgewiesen werden (Abb. 3.18). Quantitative RT-PCR-
Untersuchungen zeigten Unterschiede in der Expression neuronaler Gene in der L1-positiven 
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Zellfraktion im Vergleich zu L1-negativ-sortierten Zellen (nicht signifikant). Es konnte eine 
erhöhte Expression des L1-Gens und die der neuronalen Gene VGluT1 und GAD67 
festgestellt werden. Die "III-Tubulin-Expression von L1-positiv-sortierten und L1-negativ-
sortierten Populationen unterschied sich hingegen kaum. Die Genexpression von GAD67, ein 
Marker für inhibitorische Neurone, war schwächer als die von VGluT1, welches 
exzitatorische Neurone kennzeichnet. Das mit proliferativen neuralen Stammzellen-
assoziierte Gen Pax6 wurde in der L1-positiv-selektierten Population deutlich geringer 
exprimiert als in der L1-negativ-sortierten Zellfraktion. Die Nestin-Genexpression 
unterschied sich hingegen kaum von der in den negativ-sortierten Zellen. 
 
 
Abb. 3.18: Charakterisierung L1-positiv-sortierte Zellen über qRT-PCR 6 Tage nach FACS. 
Quantitative RT-PCR-Untersuchungen zeigen Unterschiede in der Expression neuronal-spezifischer Gene in der 
L1-positiven Zellfraktion im Vergleich zu L1-negativ-sortierten Zellen. Die Zellen der L1-positiv-sortierten 
Fraktion zeigten eine erhöhte Expression der L1-, GAD67- und VGluT1-Gene. Die "III-Tubulin-Expression 
unterschied sich geringfügig. Pax6 wurde in L1-positiv-sortierten Zellen deutlich geringer exprimiert als in den 
negativ-sortierten Zellen. Die Expression des Nestin-Gens unterscheidet sich hingegen kaum. Die für die qRT-
PCR erhobenen Daten wurden nach der &&CP-Methode auf ein Referenzgen (18S) sowie auf Daten, die für die 
L1-negativ-sortierten Zellen gewonnen wurden, bezogen. 
 
Zusammenfassend zeigen diese Daten, dass die über das Zelladhäsionsmolekül L1 
selektierten "III-Tubulin und MAP2ab positiven Neurone 6 Tage nach Selektion sowohl 
einen GABAergen als auch einen glutamatergen (VGluT1) Phänotyp aufweisen. Jedoch 
konnten zwischen den hESC-NSC-Linien H9.2 und I3 signifikante Unterscheide bezüglich 
des neuronalen Markers MAP2ab und der Subtyp-spezifischen neuronalen Differenzierung 
(GABA- und VGluT1-positive Zellen) festgestellt werden. Ausgehend von hESC-NSCs der 
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Linie H9.2 konnten weitaus mehr MAP2ab, VGLuT1- und GABA-positive Zellen in der L1-
positiven Fraktion angereichert werden als bei hESC-NSCs der Linie I3. 
 
3.2.2.4 Entwicklung eines Kryokonservierungsprotokolls für L1-positive 
Neurone 
Die Daten unter 3.2.2.2 und 3.2.2.3 zeigten, dass eine hochaufgereinigte neuronale 
Zellpopulation aus hESC-NSCs über das Zelloberflächenmolekül L1 mittels der FACS-
Methode gewonnen werden konnte. Unter Verwendung verschiedener Einfriermedien sollte 
nun ein effektives Kryokonservierungsprotokoll für L1-positiven Neurone (Zelllinie H9.2) 
gefunden werden. Zur Verbesserung der Zellüberlebensrate wurden Apoptose-Inhibitoren 
(ROCK-Inhibitor Y27632 und der allgemeine Caspase-Inhibitor Z-VAD-FMK) vor, während 
und nach dem Kryokonservierungsprozess getestet (Tab. 3.1). Hierfür wurden jeweils 
500.000 Zellen in 300 µl Einfriermediun direkt nach der FACS-Isolierung kryokonserviert. 
Das kontrollierte Einfrieren der Zellen erfolgte in einem mit Isopropanol gefüllten 
Gefrierbehälter bei -80° C, wobei die Zellen hierbei um 1 °C/s heruntergekühlt wurden. Am 
nächsten Tag erfolgte die Überführung der Zellen in flüssigen Stickstoff. 
Für die Kryokonservierung wurde zum einen ein Standardkryomedium (KM) für Zellen 
verwendet, welches DMSO (10 %), Zellkulturmedium (10 %) und Serum-Replacement 
(SR; 80 %) enthielt, und zum anderen kam ein Trehalose-haltiges Kryomedium (TKM: 
10,5 % DMSO, 21,1 % 1 M Trehalose, 68,4 % SR) sowie ein von Ladewig et al. 2008 
entwickeltes Kryomedium (KM-L: 10 % DMSO, 20 % 500 mM Myo-Isonitol, 0,25 V% 
Polyvinylalkohol) zum Einsatz. Des Weiteren erfolgte zu unterschiedlichen Zeitpunkten im 
Kryokonservierungsprozess die Zugabe der Apoptose-Inhibitoren (Tab. 3.1). Das Auftauen 
der L1-positiven Neurone erfolgte im Wasserbad bei 37 °C. Die Zellvitalität wurde mit 
Trypanblau direkt nach dem Auftauen bestimmt. Die Quantifizierung der Zellvitalität nach 
Auftauen zeigte, dass die L1-positiv-sortierten Neurone unter Verwendung des 
Standardeinfriermedium (KM) eine Zellvitalität von 55,4 ± 6,1 % aufwiesen (Abb. 3.19 
A, B). Eine leichte Steigerung der Überlebensrate L1-positiver Zellen auf 60,7 ± 1,3 % konnte 
durch Verwendung eines Trehalose-haltigen Kryomediums (TKM) erreicht werden (Abb. 
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Zugabe von Apoptose-Inhibitoren  
 
Vorinkubation 
(20 min) Kryomedium Auftaumedium 
KM - - - 
TKM  
ROCK-/- - - - 
TKM  
ROCK-/+ - ROCK ROCK 
TKM 
ROCK+/+ ROCK ROCK ROCK 
TKM  
ROCK+/+ /  
Z-VAD-FMK 
ROCK / 
Z-VAD-FMK ROCK ROCK 
TKM  












Z-VAD-FMK Z-VAD-FMK - - 
 
Tab. 3.1: Übersicht der getesteten Kryomedien und Apoptose-Inhibitoren. 
KM: Standardkryomedium; TKM: Trehalosehaltiges Kryomedium; ROCK: ROCK-Inhibitor; Z-VAD-FMK: 
allgemeiner Caspase-Inhibitor ; KM-L: Kryomedium-L (siehe Ladewig et al., 2008). 
 
Trehalose dient hier neben DMSO als zusätzliches Kryoprotektivum und soll verhindern, dass 
die Zellen beim Einfrieren und Auftauen von den sich dabei bildenden Eiskristallen Schaden 
erleiden. Um die Überlebensrate der L1-positiven Neurone weiter zu verbessern, wurden 
Apoptose-inhibierende Substanzen, wie der ROCK-Inhibitor (ROCK) und ein allgemeiner 
Caspase-Inhibitor (Z-VAD-FMK) zu unterschiedlichen Zeitpunkten des Kryokonservierungs-
prozesses getestet (Tab. 3.1). Bei der TKM ROCK-/+ Kryobedingung wurde ROCK dem 
Kryo- und Auftaumedium hinzugefügt. Zusätzlich dazu wurden bei TKM ROCK+/+ die Zellen 
vor dem Einfrieren für 20 min mit ROCK inkubiert. Bei TKM ROCK+/+ Z-VAD-FMK 
wurden die Zellen sowohl mit ROCK als auch mit Z-VAD-FMK vorinkubiert. TKM Z-VAD-
FMK bezeichnet hingegen eine Kryobedingung, bei der die Zellen vor dem Einfrieren nur mit 
Z-VAD-FMK inkubiert wurden. Bei KM-L Z-VAD-FMK wurden die Zellen, wie unter 
Ladewig et al. (2008) beschrieben mit Z-VAD-FMK vorinkubiert und eingefroren.  
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Durch die Kryobedingung TKM ROCK-/+ konnte im Vergleich zu TKM ROCK-/- eine weitere 
Erhöhung der Zellvitalität auf 64,2 ± 0,3 % erreicht werden (Abb. 3.19 A, D). Eine 
hochsignifikante Steigerung der Überlebensrate der L1-postitiven Neurone nach Einfrieren 
und Wiederauftauen auf 79,8 ± 2,9 % konnte bei TKM ROCK+/+ festgestellt werden (Abb. 
3.19 A, E), bei der die Zellen zusätzlich vor dem Einfrieren mit ROCK vorinkubiert wurden. 
 
 
Abb. 3.19: Kryokonservierung L1-positiv-sortierter Neurone. 
HESC-NSCs wurden 7 Tage vordifferenziert und über das Zelladhäsionsmolekül L1 mittels FACS sortiert. (A) 
Quantitative Auswertung der Überlebensrate kryokonservierter L1-positiver-sortierter Zellen. L1-positiv-
selektierte Neurone wurden entweder direkt mit dem Standardkryomedium (KM), mit dem Trehalose-haltigen 
Kryomedium (TKM) oder dem Kryomedium KM-L (Ladewig et al., 2008) kryokonserviert. Der ROCK-
Inhibitor (ROCK) und ein allgemeiner Caspase-Inhibitor (Z-VAD-FMK) wurden zu unterschiedlichen 
Zeitpunkten während des Kryo- und Auftauprozesses zugefügt (siehe Tab. 3.1). Die Zellvitalität wurde mittels 
Trypanblau-Färbung bestimmt. (B-F) Immunfluoreszenzbilder der unter verschiedenen Bedingungen 
kryokonservierten L1-positiv-sortierten Zellen 1 Tag nach Auftauen. Diese Zellen zeigten eine Koexpression 
von L1 (B1-F1, grün) und "III-Tubulin (B2-F2, rot). Die Zellkerne wurden mit DAPI gefärbt (blau). 
Maßstabsbalken: 50 µm. * Signifikanz: p$0,05; ** Signifikanz p$0,01; *** Signifikanz: p$0,001 (schwarze 
Sternchen: bezogen auf KM; graue Sternchen: bezogen auf TKM). 
 
Die Inkubation der neuronalen Zellen vor dem Einfrieren mit Z-VAD-FMK (TKM Z-VAD-
FMK) führte zu einer kleinen, nicht signifikanten Verbesserung der Zellvitalität auf 
62,9 ± 2,3 % (Abb. 3.19 A). Eine Inkubation L1-positiver Neurone vor dem Einfrieren mit 
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ROCK und Z-VAD-FMK (TKM ROCK+/+ Z-VAD-FMK) führte zu einer Überlebensrate von 
71,1 ± 0,5 % (Abb. 3.19 A, F). Demnach konnte durch die zusätzliche Behandlung der Zellen 
mit Z-VAD-FMK die Zellvitalität L1-positiven Neurone im Vergleich zur TKM ROCK+/+ 
nicht weiter gesteigert werden. Die Zellvitalität der L1-positiven Neurone war bei der KM-L 
Z-VAD-FMK Bedingung (siehe Ladewig et al., 2008) mit 64,8 ± 1,4 % nur geringfügig höher 
als bei der Kryobedingung KM und TKM ROCK-/-, jedoch im Vergleich zu TKM ROCK+/+ 
signifikant niedriger (p=0,0002; in Abb. 3.19 A nicht dargestellt). 
Einen Tag nach Auftauen der L1-selektierten Zellen zeigte sich, dass die kryokonservierten 
Zellen eine eindeutig neuronale Morphologie aufwiesen und neben L1 (Abb. 3.19 B1-F1, 
grün) den frühen neuronalen Marker "III-Tubulin (Abb. 3.19 B2-F2) exprimierten. 
Zusammenfassend zeigen diese Daten, dass die Verwendung des ROCK-Inhibitors vor und 
während des Einfrierens, sowie beim Auftauprozess eine effektive 
Kryokonservierungsmethode für junge Neurone darstellt. Während das Trehalose-haltige 
Kryomedium (TKM) alleine nur eine geringe Verbesserung der Zellvitalität erbrachte, konnte 
durch die Zugabe des ROCK-Inhibitors, insbesondere vor dem Einfrieren, die Überlebensrate 
der L1-positiven Neurone deutlich gesteigert werden (p=0,0006). Die Verwendung von Z-
VAD-FMK als Apoptose-Inhibitor, wie unter Ladewig et al. (2008) beschrieben, war weniger 
effektiv. Die Kryobedingung TKM ROCK+/+ erwies sich im Vergleich zu allen anderen 
Bedingungen als die am besten geeignete Methode zur Kryokonservierung L1-positiver 
Neurone (p$0,002; in Abb. 3.19 nicht dargestellt). 
 
3.2.2.5 Elektrophysiologische Untersuchungen der L1-immunoisolierten 
Neurone 
Um die Funktionalität der L1-positiven Neurone zu untersuchen, wurden hESC-NSCs 7 Tage 
unter Wachstumsfaktorentzug kultiviert und auf das Zelloberflächenmolekül L1 selektiert. 
Die über FACS angereicherte L1-positive Zellpopulation wurde daraufhin auf primäre murine 
Astrozyten ausplattiert, um 5 und 9 Wochen später ihre passiven und aktiven Membran-
eigenschaften elektrophysiologisch zu untersuchen. 
 
3.2.2.5.1 Physiologische Untersuchungen der L1-positiven Zellpopulation in 
Kokultur mit murinen Astrozyten 
L1-positiv selektierte Zellen wurden für elektrophysiologische Analysen in einer Zelldichte 
von 750 Zellen/mm2 auf eine Monolayerkultur von primären Maus-Astrozyten plattiert und 
bis zu 9 Wochen kultiviert (Abb. 3.19 D). Elektrophysiologische Untersuchungen einzelner 
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Zellen mittels der Patch-Clamp Technik (somatic whole-cell patch-clamp) wurden in 
Kooperation mit Dr. Thoralf Opitz durchgeführt. Um eine selektive Messung der L1-positiven 
Zellen durchführen zu können (Reinheit von 100 % kann mittels FACS nicht erreicht 
werden), wurden diese hierfür mit einem fluoreszierenden Antikörper gegen das L1-Antigen 
sichtbar gemacht. 
Die Durchbrechung der Membran bei der Zellableitung führt unausweichlich zu einer 
kurzfristigen Verletzung der Zellmembran, deren Integrität jedoch Grundbedingung für die 
realistische Darstellung des Strommusters einer Zelle ist. Um einen möglichst einheitlichen 
Standard zu erzielen, wurde auf verschiedene Kriterien geachtet. Das Neuron sollte innerhalb 
weniger min nach der Penetration ein stabiles Ruhemembranpotential aufweisen. Die 
Stabilität der Ableitung (gemessen am Zugangswiderstand) sollte über mehrere Minuten 
aufrechterhalten sein. Bei allen zur Datenanalyse herangezogenen Messungen wurden diese 
Kriterien erreicht. 
Es wurde zunächst untersucht, wie das Membranpotenzial der Zellen auf intrazelluäre 
Injektionen von hyper- und depolarisierenden Strömen reagiert. Anhand von Antworten auf 
hyperpolarisierende Strominjektionen konnten passive Membraneigenschaften abgeleitet 
werden. Das Ruhemembranpotenzial (RMP) von 5 Wochen kultivierten Zellen (n=6) lag bei 
-61,9±0,9mV und das der 9 Wochen differenzierten Neurone (n=7) bei -62,0 ± 1,9 mV (Abb. 
3.20 A). Ein signifikanter Unterschied konnte demnach nicht festgestellt werden. Der 
Membranwiderstand (Rm) von Zellen nach einer 5-wöchigen Differenzierung (n=6) lag bei 
2,2 ± 0,3 G# (Abb. 3.20 B). Die Messung von 9 Wochen kultivierten Neuronen (n=7) ergab 
einen leicht, aber nicht signifikant niedrigeren Membranwiderstand von 1,4 ± 0,2 G# (Abb. 
3.20 B). Eine signifikante Erhöhung der Membrankapazität Cm von 25,6 ± 6,9 pF (5 Wochen; 
n=6) auf 51,9 ± 6,5 pF (9 Wochen; n=7) deutet auf eine größere Zellmembranfläche von 
9 Wochen kultivierten Zellen hin (Abb. 3.20 C). Dies lässt den Schluss zu, dass diese 
Neurone elaborierte Verzweigungen und Fortsätze aufweisen und weitaus reifer sind als 
Neurone nach 5 Wochen Differenzierung. 
Als nächstes wurde untersucht, wie das Membranpotenzial der Zellen auf lang anhaltende 
(1 s) depolarisierende Strominjektionen reagiert. In allen untersuchten Zellen konnte ein 
Aktionspotential (AP) ausgelöst werden. Fünf Wochen differenzierte Zellen zeigten in 5 von 
6 Fällen ein einzelnes AP, das von einem Depolarisationsblock gefolgt wurde (Abb. 3.20 E). 
Dies deutet auf eine noch unzureichende Ausbildung von repolarisierenden Kalium-Kanälen 
hin. Neun Wochen differenzierte Zellen hingegen waren zumeist in der Lage mehrere AP (6 
von 7 Zellen) bei langer Strominjektion zu generieren (Abb. 3.20 F). Dies unterschied sie 
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deutlich von 5 Wochen differenzierten Zellen. Allerdings nahm die Amplitude der APs im 




Abb. 3.20: Membraneigenschaften L1-positiv-selektierter Neurone nach 5 und 9 Wochen 
Differenzierung auf murinen Astrozyten. 
HESC-NSCs wurden 7 Tage vordifferenziert und über das Zelladhäsionsmolekül L1 mittels FACS angereichert. 
Die L1-positiv selektierten Zellen wurden direkt nach FACS auf primäre murine Astrozyten plattiert und für 
5 und 9 Wochen differenziert. L1-sortierte Zellen waren elektrisch erregbar und wiesen physiologische 
Eigenschaften von Neuronen auf. (A-C) Vergleich passiver Membraneigenschaften, wie Ruhemembranpotential 
(RMP), Membranwiderstand (Rm) und Membrankapazität (Cm) der L1-immunoisolierten Zellen während der 
Differenzierung. Hyperpolarisierende Strominjektionen wurden bei der Messung der passiven Eigenschaften 
eingesetzt. (D) Differenzialinterferenzkontrastaufname (DIC) zeigt ein hESC-NSC-abgeleitetes, L1-positives 
Neuron, welches für 9 Wochen auf murinen Astrozyten differenziert wurde. (E,F) Aktive Membraneigenschaften 
neuronaler Zellen. Nach Depolarisation der Zellmembran zeigten 5 und 9 Wochen differenzierte L1-positive 
Zellen Aktionspotentiale (A-C). * Signifikanz: p$0,05. 
 
Zur näheren Charakterisierung des Feuerverhaltens wurde das jeweils erste AP, welches 
durch überschwellige Strominjektion ausgelöst wurde, herangezogen. Hierbei zeigte sich, 
dass APs in 5 Wochen differenzierten Zellen deutlich breiter waren als in 9 Wochen 
differenzierten Zellen (Abb. 3.21 A1, B1). Durch Analyse der Depolarisations- und 
Repolarisationsraten konnte festgestellt werden, dass sowohl Anstieg als auch Repolarisation 
der APs von 5 Wochen differenzierten Zellen deutlich langsamer waren (Abb. 3.21 A2, B2). 
Dem Befund könnten geringere Natrium- und Kaliumkanaldichten zu Grunde liegen. Des 
Weiteren konnte eine zeitlich präzisere Auslösung von APs in länger differenzierten Zellen 
beobachtet werden (Abb. 3.21 A3, B3). 
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Abb. 3.21: Charakterisierung der Aktionspotentiale L1-positiv-selektierter Neurone nach 5 und 
9 Wochen Kokultur mit murinen Astrozyten. 
(A1,B1) Darstellung der APs 5 bzw. 9 Wochen differenzierter Zellen. (A2,B2) Darstellung der Geschwindigkeit 
der Membranpotentialänderung in Abhängigkeit vom instantanen Membranpotential (phase-plots). Aus diesen 
lässt sich sowohl die AP-Schwelle als auch die Depolarisations- und Repolarisationsrate ablesen. (A3, B3) Zur 
Verdeutlichung der definierteren AP-Schwelle bei 5 und 9 Wochen differenzierten Zellen wurde der 
entsprechende Bereich in A2 bzw. B2 vergrößert. 
 
Dem Auftreten repetitiven Feuerverhaltens in differenzierenden Neuronen liegt nicht nur die 
Zunahme der Natriumkanaldichte, sondern auch die Entwicklung eines effektiven 
Repolarisationssystems mit häufig mehreren Kaliumkanaltypen zu Grunde (Pasricha N., 
Masterarbeit 2007). Dahingehend wurden auch die L1-positiv-selektierten Zellen 9 Wochen 
nach Differenzierung auf primären murinen Astrozyten untersucht. Die Zellen zeigten sowohl 
einen schnellen transienten Einwärtsstrom als auch komplexe Auswärtsströme (Abb. 3.22 A), 
die phamakologisch näher charakterisiert wurden. Der Einwärtsstrom konnte vollständig 
durch 300 nM TTx (ein Natriumkanal-Inhibitor) blockiert und somit eindeutig als 
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Natriumstrom (INaT) identifiziert werden (Abb. 3.22 B). Der verbliebene Auswärtsstrom 
wurde von 3 mM 4-AP (ein Kaliumkanal-Inhibitor) nur partiell inhibiert (Abb. 3.22 C). 
Anhand der digitalen Subtraktion konnte gezeigt werden, dass es sich bei der 4-AP-sensitiven 
Komponente um den transienten, vollständig inaktivierenden Anteil (IA) handelt 
(Abb. 3.22 D). Bei der anderen Komponente, die langsam aktiviert und nicht inaktiviert, 
handelt es sich sehr wahrscheinlich um den sog. „Delayed Rectifier“ (IK oder IDR). In der 
Abb. 3.22 E sind die Strom-Spannungs-Abhängigkeit der beiden Auswärtsstromkomponeten 
gezeigt. Die Untersuchungen der passiven und aktiven Membraneigenschaften zeigte eine 
deutliche Entwicklung von L1-selektierten hESC-NSC-abgeleiteten Neuronen, die jedoch 
nach 9 Wochen in Kultur noch nicht abgeschlossen erscheint. 
 
 
Abb. 3.22: Spannungsabhängige und Transmitter-induzierte Ströme L1-positiv-sortierter 
Zellen. 
7 Tage vordifferenzierte und über das Zelladhäsionsmolekül L1 mittels FACS sortierte Zellen wurden direkt 
nach FACS auf primäre murine Astrozyten plattiert und für 9 Wochen unter Wachstumsfaktorentzug 
weiterkultiviert. (A-D) Ganzzellstrommuster eines 9 Wochen differenzierten L1-positiven Neurons. (A) Die 
Zellen zeigten schnelle transiente Einwärts- sowie große, nur teilweise inaktiviernde Auswärtsströme. (B) 
Blockade des Einwärtsstroms durch 300 nM TTx. (C) Inhibiton eines Teiles des Auswärtsstromes durch 3 mM 
4-Aminopyridin (4-AP). (D) Die Subtraktion der Stromspuren in B und C zeigt, dass 4-AP die inaktivierende 
Komponente des Auswärtsstroms selektiv blockiert. (E) Strom-Spannungs-Abhängigkeit der beiden 
Auswärtsstromkomponeten. (F) Applikation von spezifischen Transmitter-Rezeptor-Agonisten Kainat und 
Muscimol zeigt eine Expression von funktionalen AMPA/Kainat- und GABAA-Rezeptoren auf L1-positiven 
Neuronen. 
 
Neben den intrinsischen Eigenschaften ist die Fähigkeit zur Kommunikation eines Neurons 
mit anderen Nervenzellen, d.h. die Ausbildung synaptischer Verbindungen, von 
grundlegender Bedeutung. In den hier untersuchten neuronalen Kulturen konnten jedoch 
keinerlei synaptische Ströme detektiert werden. Um zumindest die Fähigkeit der Expression 
von Neurotransmitterrezeptoren zu untersuchen, wurden selektive Agonisten für 
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AMPA/Kainat- (100 !M Kainat) und GABAA-Rezeptoren (100 !M Muscimol) lokal 
appliziert und die resultierenden Ströme aufgezeichnet (Abb. 3.22 F). Beide Agonisten waren 
in der Lage, in allen untersuchten Zellen einen signifikanten Einwärtsstrom auszulösen. Somit 
kann die Expression der entsprechenden Rezeptoren angenommen werden, deren Lokalisation 
jedoch nicht auf Synapsen beschränkt sein muss. Für dahingehende Untersuchungen wurde 
die Transplantation der L1-positiven Zellen auf hippocampale Schnittkulturen herangezogen. 
 
3.2.2.5.2 Differenzierung und Ausbildung von Synapsen L1-positiver Zellen 
nach in vitro Transplantation auf hippocampale Schnittkulturen 
Um L1-positive Zellen bezüglich der Ausbildung synaptischer Kontakte zu untersuchen, 
wurden hESC-NSCs mit einem mRFP- oder EGFP-Konstrukt transduziert und durch FACS 
angereichert (Abb. 3.23 A, B). EF1!-mRFP transduzierte hESC-NSCs zeigten eine homogene 
mRFP-Fluoreszenz nach FACS-Anreicherung (Abb. 3.23 B, Lebendaufnahme).  
 
 
Abb. 3.23: Morphologie L1-positiver Neurone auf hippocampale Schnittkulturen. 
EF1!-mRFP-transduzierte hESC-NSCs wurden über FACS angereichert und 7 Tage unter 
Wachstumsfaktorentzug vordifferenziert. Nach L1-Immunoisolierung wurden die jungen Neurone auf 
hippocampale Ratten-Schnittkulturen transplantiert und nach 3 Wochen elektrophysiologisch untersucht. (A) 
Phasenkontrastbild von mRFP-transduzierten und FACS-angereicherten proliferativen hESC-NSCs. (B) Nach 
FACS-Anreicherung zeigten EF1!-mRFP-transduzierte hESC-NCSs (Lebendaufnahme) eine homogene mRFP-
Fluoreszenz. (C) Ein 400 µm dicker Schnitt einen Tag nach Explantation. Der Gyros dentatus (GD), die 
Pyramidal-Zellschicht (PZ), der entorhinale Cortex (EC) und die sich anschließende Region des temporalen 
Cortex (TC) sind gut zu erkennen. (D) Neuronale Verzweigungen L1-exprimierender Zellen (grün) auf einem 
hippocampalen Gehirnschnitt. Die Zellkerne wurden mit DAPI gefärbt (blau). Maßstabsbalken A, B: 100 µm; E: 
200 µm. 
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Nach L1-basierter Immunoisolierung 7 Tage nach Wachstumsfaktorentzug wurden die L1-
positiv-sortierten Zellen auf hippocampale Ratten-Schnittkulturen transplantiert (Abb. 3.23 
C). Durch Antigen-Färbung konnte gezeigt werden, dass L1-exprimierenden Zellen (grün) 
3 Wochen nach Transplantation neuronale Verzweigungen auf hippocampalen 
Gehirnschnitten ausbildeten (Abb. 3.23 D). Elektrophysiologische Untersuchungen erfolgten 
ebenfalls 3 Wochen nach in vitro Transplantation. 
Es zeigte sich, dass von den 5 untersuchten Zellen 4 in der Lage waren repetitive APs bei 
länger andauernder (1 s) Strominjektion zu feuern (Abb. 3.24 C). Die in Abbildung 3.24 C 
dargestellten Spuren stammen von einer einzelnen Zelle, die allerdings durch unterschiedlich 
große Strominjektionen ausgelöst wurden. Die Stimulation ist in der untersten Zeitlinie 
dargestellt. Das Feuerverhalten dieser auf hippokampale Ratten-Schnittkulturen 
transplantierten L1-positiv-sortierten Zellen ist fortgeschrittener als bei den L1-positiv-
sortierten Zellen in Kokultur mit murinen Astrozyten (vgl. Abb. 3.20 E). 
 
 
Abb. 3.24: Physiologie L1-positiver Neurone auf hippocampalen Schnittkulturen. 
(A) Spontane postsynaptische Ströme (EPSCs) L1-positiv-sortierter Zellen 3 Woche nach Transplantation. (B) 
Vergrößerte Darstellung von 10 einzelnen EPSCs (grau) L1-positive-sortierter Zellen, sowie eines Mittelwertes 
(schwarz) mit zugehörigem Exponential-Fit (rot) zur Ermittlung der Abklingzeitkonstante (tau), die typisch für 
glutamatergen Input ist. (C) 3 Wochen nach Transplantation feuern L1-positive Neurone repetitive APs. 
 
In 3 dieser Zellen konnten darüber hinaus spontane postsynaptische Ströme (EPSCs) bei 
einem Haltepotential von -70 mV detektiert werden (Abb. 3.24 A). Eine vergrößerte 
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Darstellung in Abbildung 3.24 B zeigt 10 einzelne EPSCs (grau), sowie einen Mittelwert 
(schwarz) mit zugehörigem Exponential-Fit (rot) zur Ermittlung der Abklingzeitkonstante 
(tau). Die Abklingzeitkonstante ist relativ rezeptorspezifisch. So zeigte ein Großteil dieser 
Ströme eine schnelle Kinetik (8 ms), die für AMPA-Rezeptor-vermittelte Ströme typisch ist 
und damit für einen glutamatergen Eingang spricht. Weit seltener wurden langsamere Ströme 
detektiert, die möglicherweise durch NMDA-Rezeptoren vermittelt wurden. 
 
3.3 Direkte neurale Konvertierung von hESCs 
Die L1-immuno-basierte Selektion von hESC-NSCs führte zur erfolgreichen Anreicherung 
junger Neurone (vgl. 3.2.2). Die neurale Differenzierung hESCs und damit die Herstellung 
neuraler Vorläuferzellen erfolgt in der Regel über die Bildung von Emryoidkörpern (vgl. 
2.3.3). Da es sich hierbei um eine zeitaufwendige Methode handelt, wurde untersucht, ob 
Neurone auch direkt aus adhärent neural differenzierten hESCs gewonnen und über das 
Zelladhäsionsmolekül L1 aufgereinigt werden können. Die hESCs wurden dafür in einem 
Differenzierungsmedium (N2B27-Medium, 1:1 DMEM:F12 und Neurobasalmedium, sowie 
N2 und B27 Supplement) direkt und adhärent in Gegenwart von Noggin in der 
Zellkulturschale neural differenziert (direkte neurale Konvertierung). Indem Noggin den 
BMP-Signalweg (BMP: Bone Morphogentic Protein) inhibiert, wird die Anreicherung 
neuraler Zellpopulationen gefördert (Gerrard et al., 2005). 
Wiederum für die Anreicherung neuronaler Zellen ist u.a. der Notch-Signaltransduktionsweg 
von Interesse. In vielen verschiedenen Zelltypen wird der Notch-Signaltransduktionsweg zur 
Kommunikation der Zellen untereinander und damit auch zur Regulation der Differenzierung 
verwendet. Notch unterstützt das Überleben und die Proliferation von neuralen 
Vorläuferzellen (Lowell et al., 2006; Woo et al., 2009). Um junge Neurone direkt aus hESCs 
über L1-basierte Immmunoselektion zu gewinnen, wurde nach der anfänglichen neuralen 
Induktion (Zugabe von Noggin) der Notch-Signalweg selektiv durch Zugabe des 
Notch-Signalweg-Inhibitors N-[(3,5-Difluorophenyl)acetyl]-[L-alanyl-2-phenyl]-glycine-1,1-
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Abb. 3.25: Übersicht der direkten neuralen 
Konvertierung von hESCs. 
Die adhärente, direkte neurale Konvertierung von 
hESCs erfolgte über einen Zeitraum von 7 Tagen. 
hESC-Kulturen wurden zunächst auf mit Matrigel® 
beschichteten Schalen plattiert. Am nächsten Tag 
wurden die hESCs in Gegenwart von Noggin in einem 
N2B27-Medium differenziert. Ein Teil der 
differenzierenden hESCs erhielten ab Tag 4 der 












3.3.1 Charakterisierung direkt konvertierter hESCs  
Für die direkte neurale Konvertierung wurden hESCs (Zelllinie H9) auf einer Matrigel®-
Beschichtung Feeder-frei kultiviert. Die unter Zugabe von Noggin und ohne 
Wachstumsfaktoren neural differenzierten hESCs (+Noggin/-DAPT) wurden nach 7 Tagen 
untersucht. Ein Teil der unter Wachstumsfaktorentzug und Noggin kultivierten hESCs wurde 
zusätzlich ab Tag 4 der Differenzierung für die verbliebenen 3 Tage mit DAPT 
(+Noggin/+DAPT) behandelt und ebenfalls analysiert (vgl. Abb. 3.25). Die Expression von 
Pluripotenz- und Differenzierungs-assoziierten Markern, sowie die L1-Expression wurden 
immunzytoschemisch untersucht und durchflusszytometrisch quantifiziert (Abb. 3.26). Bei 
der Analyse der durchflusszytometrischen Daten konnten verbliebene Feederzellen, tote 
Zellen sowie Zellfragmente, die eine Autofluoreszenz aufwiesen, anhand von Vorwärts- und 
Seitwärtsstreulichtparametern von den hESC-Populationen getrennt werden. Zwei 
repräsentative Histogramme durchflusszytometrischer Daten sind in der Abbildung 3.26 B 
und C zu sehen. Rote Histogramme entsprechen dabei Negativkontrollen, blaue Histogramme 
stellen Färbungen auf den neuralen Differenzierungsmarker SSEA-1 dar. 
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Abb. 3.26: Immunzytochemische Charaktersierung adhärent neural differenzierter hESCs. 
(A) Durchflusszytomtrische Quantifizierung der Tra-1-60-, SSEA1-, CD133-, PSA-NCAM, A2B5 und L1-
Expression direkt konvertierter hESCs im Vergleich zu nicht-differenzierten hESCs. Zur Darstellung der 
durchflusszytometrischen Daten wurden verbliebene Feederzellen und tote Zellen mittels Gating nach Vorwärts- 
und Seitwärtsstreulicht-Eigenschaften sowie nach Hoechst 33258-Aufnahme von der Analyse ausgeschlossen. 
(B-C) Repräsentative durchflusszytometrische Daten: rote Histogramme entsprechen Negativkontrollen, blaue 
Histogramme stellen Färbungen des SSEA-1 Markers dar. (D-K) Repräsentative Immunfluoreszenzaufnahmen 
der direkt konvertierten hESC-Populationen für Tra-1-60 (D, H; rot), SSEA1- (E, I; rot), Nestin (D, H; grün), 
PSA-NCAM (F, J; rot), A2B5 (G, K; rot) und L1 (E, I; grün). Immunfluoreszenzbilder und 
durchflusszytometrische Daten zeigen hESCs der Linie H9. Die Zellkerne wurden mit DAPI gefärbt (blau). 
Maßstabsbalken: 100 µm. * Signifikanz: p$0,05; *** Signifikanz: p$0,001. 
 
In proliferierenden hESC-Populationen konnte für 95,9 ± 3,1 % der Zellen eine Tra-1-60 
Expression nachgewiesen werden (Abb. 3.26 A). Im Gegensatz dazu waren 5,4 ± 2,7 % 
(+Noggin/-DAPT) bzw. 4 ± 1,3 % (+Noggin/+DAPT) der 7 Tage adhärent differenzierten 
hESCs positiv für den Pluripotenz-Marker Tra-1-60 (Abb. 3.26 A, D, H). Die mit Noggin 
behandelten hESCs exprimierten nach der 7-tägigen Differenzierung zu 90,8 ± 7,5 % SSEA-1 
(Differenzierungsmarker für hESCs; Abb. 3.26 A, E) und zeigten eine hohe Nestin 
(67,7 ± 1,7 %; Abb. 3.26 A, D), CD133 (65,9 ± 6,6 %; Abb. 3.26 A), PSA-NCAM 
(65,6 ± 14,2 %; Abb. 3.26 A, F), A2B5 (43,6 ± 12,1 %; Abb. 3.26 A, G) sowie L1-Expression 
  Ergebnisse 
 131 
(59,6 ± 20,8 %; Abb. 3.26 A, E), wobei Nestin, PSA-NCAM und A2B5 neurale Vorläufer-
/Stammzellen und CD133 sowohl neurale Vorläufer-/Stammzellen als auch andere 
Stammzellen kennzeichnen. 
Ein ähnliches Expressionsprofil wurde auch für die mit Noggin und DAPT behandelten 
Zellen festgestellt. Nach 7-tägiger Differenzierung exprimierten 89,7 ± 6,1 % dieser Zellen 
SSEA-1 (Abb. 3.26 A, I), 69,7 ± 13,4 % Nestin (Abb. 3.26 A, H), 74,2 ± 2,7 % CD133 (Abb. 
3.26 A), 72,9 ± 5,3 % PSA-NCAM (Abb. 3.26 A, J), 6,3 ± 2,3 % A2B5 (Abb. 3.26 A, K) und 
37,6 ± 14,5 % das Zelladhäsionsmolekül L1 (Abb. 3.26 A, I). Im Vergleich zu hESC-
Kulturen, die mit Noggin differenziert wurden (43,6 ± 12,1 % A2B5-positive Zellen), zeigten 
hESC-Populationen, die in Gegenwart von Noggin und DAPT differenziert wurden, eine 
signifikant geringere Anzahl A2B5-exprimierender Zellen (6,3 ± 2,3 %). Bezüglich anderer 
untersuchter Marker konnte kein signifikanter Unterschied zwischen den mit Noggin 
behandelten Zellen sowie den mit Noggin und DAPT differenzierten hESC-Kulturen 
festgestellt werden. 
Die Auswertung der durchflusszytometrischen Daten zeigte, dass die proliferierenden hESCs 
(Kontrolle) im Vergleich zu den neural differenzierten Populationen mit 7,7 ± 3,2 % eine 
signifikant geringere Expression des Differenzierungs-assoziierten Markers SSEA-1 
aufwiesen (Abb. 3.26 A). Des Weiteren exprimierten hESCs ebenso wie die differenzierten 
hESCs zu einem hohen Prozentsatz CD133 (87 ± 8,6 %). PSA-NCAM (6,5 ± 1,8 %) und 
A2B5 (0,5 ± 0,4 %) wurden hingegen von nicht-differenzierten hESCs signifikant geringer 
exprimiert. Mit 80,6 ± 5,5 % war die Anzahl der L1-exprimierenden Zellen in 
proliferierenden hESC-Kulturen deutlich größer als in den neural differenzierten 
Zellpopulationen in Gegenwart von Noggin bzw. Noggin und DAPT (Abb. 3.26 A). 
 
Abb. 3.27: Expression von L1- und " III-
Tubulin in adhärent neural differenzierten 
hESCs. 
Repräsentative Immunfluoreszenzaufnahme der in 
Gegenwart von Noggin direkt konvertierten 
hESC-Populationen für "III-Tubulin (rot) und L1 
(grün). Weiße Pfeilspitzen: L1- und "III-Tubulin-
koexprimierende Zellen. Weiße Kreise: L1 
exprimierende Zellen, die "III-Tubulin-negativ 
sind und keine neuronale Morphologie aufweisen. 
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In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass differenzierte hESC-NSCs eine 100%ige 
Koexpression von L1 und dem neuronalen Marker "III-Tubulin aufwiesen (vgl. 3.2.2.1.2). In 
adhärent differenzierten hESCs konnte hingegen immunzytochemisch festgestellt werden, 
dass einige der L1-positiven Zellen nicht "III-Tubulin-positiv waren (Abb. 3.27, weiße 
Kreise). Diese L1-positiven und "III-Tubulin-negativen Zellen wiesen auch keine neuronale 
Morphologie auf. 
In 7 Tage differenzierten hESC-Kulturen (+Noggin/-DAPT bzw. +Noggin/+DAPT) wurde 
korrespondierend zu den immunzytochemischen (mittels Durchflusszytometrie) Daten mittels 
qRT-PCR eine signifikant geringere Expression der Pluripotenz-assoziierten Marker Oct-4 
und Nanog im Vergleich zu proliferierenden hESCs nachgewiesen (Abb. 3.28 A). Im Zuge 
der neuralen Differenzierung konnte ebenfalls eine verminderte Expression des 
extraembryonalen endodermalen Markers GATA6 festgestellt werden. Die 
immunzytochemisch beobachtete geringere Expression von L1 nach Differenzierung konnte 
bestätigt werden. Demgegenüber wurde eine erhöhte Expression des Pax6-Gens, welches 
hESC-abgeleitete neurale Zellen kennzeichnet, in den differenzierten Kulturen nachgewiesen. 
Ein signifikanter Unterschied bezüglich der Sox2-Genexpression neural differenzierter und 
proliferierender hESCs wurde nicht nachgewiesen. Von Sox2 ist bekannt, dass es sowohl von 
pluripotenten hESCs als auch von neuralen Vorläufer-/Stammzellen exprimiert wird. Nach 
7 Tagen konnte zwischen den mit Noggin behandelten direkt konvertierten hESCs und den in 
Gegenwart von Noggin und DAPT differenzierten hESCs kein signifikanter Unterschied in 
der Genexpression der untersuchten Marker festgestellt werden (Abb. 3.28 A). Die erhobenen 
Daten wurden nach der &&CP-Methode auf ein Referenzgen (18S) sowie auf Daten, die für 
nicht-differenzierte, poliferierende hESCs gewonnen wurden, bezogen. Für die qRT-PCR 
wurden human-spezifische Primer verwendet, die hESC-Transkripte spezifisch amplifizieren. 
Neben durchflusszytometrischen und qRT-PCR-Analysen konnte die Reduktion der L1-
Expression in neural differenzierten hESCs im Vergleich zu proliferierenden hESCs 
zusätzlich mittels Western Blot gezeigt werden. Proliferierende hESCs zeigten eine deutlich 
stärkere L1-Proteinexpression als differenzierte hESC-Kulturen (Abb. 3.28 B). Zwei L1-
Fragmente von 180 und 200 kDa waren sowohl in proliferierenden hESCs als auch in den 
beiden neural konvertierten Zellproben detektierbar. In hESCs konnte ebenso wie in 
differenzierten hESCs eine leichte Expression von "III-Tubulin (60 kDA) nachgewiesen 
werden, was auf eine neuronale Spontandifferenzierung der Zelllinie H9 hindeutet. Auf 
Proteinebene konnte jedoch hinsichtlich der "III-Tubulin-Expression zwischen den mit 
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Noggin (diff. +Noggin/-DAPT) und den mit Noggin und DAPT (diff. +Noggin/+DAPT) 
neural differenzierten hESCs kein Unterschied festgestellt werden (Abb. 3.28 B). 
 
 
Abb. 3.28: Charakterisierung der adhärent neural differenzierten hESCs über qRT-PCR und 
Western Blot. 
(A) Quantitative RT-PCR-Untersuchungen adhärent differenzierter hESCs zur Expression der Pluripotenz-
marker Oct-4 und Nanog, des extraembryonalen Endoderm-Markers GATA6-Gens sowie L1, Pax6 und Sox2. 
Die differenzierten hESCs (+Noggin/-DAPT und +Noggin/+DAPT) zeigten eine signifikante 
Herunterregulierung von Oct-4, Nanog und GATA6 und L1. Der neurale Marker Pax6 wurde hingegen in beiden 
adhärenten neural differenzierten hESC-Populationen deutlich hochreguliert (nicht signifikant). Zwischen den 
mit Noggin behandelten neural konvertierten hESCs und den mit Noggin und DAPT differenzierten hESCs 
konnte hinsichtlich der untersuchten Marker kein signifikanter Unterschied festgestellt werden. Die erhobenen 
Daten wurden nach der &&CP-Methode auf ein Referenzgen (18S) sowie auf Daten, die für nicht-differenzierte, 
poliferierende hESCs (prol hESC) gewonnen wurden, bezogen. (B) Western Blot Analysen der Expression von 
L1 und "III-Tubulin in hESC-Kulturen. 20 µg Protein aus humanem Gehirngewebe wurde als Positiv-Kontrolle 
verwendet. Für die Proben +Noggin/-DAPT und +Noggin/+DAPT wurde jeweils 40 µg Protein aufgetragen. 
Dargestellt sind Daten der hESC-Linie H9. * Signifikanz: p$0,05 ; *** Signifikanz: p$0,001. 
 
Um die Expression von L1 in proliferierenden hESCs zu bestätigen, wurden weitere hESC-
Linien (H9.2, I3 und I6) auf Matrigel® kultiviert und anschließend auf ihre L1-Expression 
untersucht. Western Blot Analysen zeigten eine L1-Proteinexpression in allen hESC-Linien 
(Abb. 3.29 B). Des Weiteren konnte eine schwache Expression des neuronalen Markers "III-
Tubulin in allen hESC-Linien festgestellt werden. Dies deutet darauf hin, dass unter den 
gewählten Kulturbedingungen die hESC-Linien einer minimalen neuronalen 
Spontandifferenzierung unterliegen. Besonders ausgeprägt zeigte sich die spontane 
Differenzierung in "III-Tubulin-exprimierende Neurone an der Zelllinie H9.2. Auch die L1-
Expression war in der Zelllinie H9.2 deutlich stärker ausgeprägt (Abb. 3.29 A, B). Diese 
Daten lassen vermuten, dass die beobachtete Expression von L1 in proliferativen hESC-
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Abb. 3.29: Expression des Zelladhäsionsmolekül L1 in hESCs. 
Immunzytochemie (A) und Western Blot Analysen (B) zur Expression von L1 und "III-Tubulin in den hESC-
Linien H9, H9.2, I3 und I6. Als Positiv-Kontrollen wurde 20 µg Protein aus humanem Gehirngewebe und 20 µg 
neuronal differenzierter hESC-NSCs, die 14 Tage unter Wachstumsfaktorentzug kultiviert worden waren, 
verwendet. Für die Proben +Noggin/-DAPT und +Noggin/+DAPT wurde jeweils 40 µg Protein aufgetragen. Als 
Positiv-Kontrolle wurde Proteinlysat aus humanem Gehirngewebe und 14 Tage differenzierte hESC-NSCs 
verwendet. (A) Repräsentativer immunzytochemischer Nachweis der L1-Expression in hESCs (Zelllinie H9). 
Maßstabsbalken A: 100 µm. 
 
Zusammenfassend zeigen diese Daten, das die über Noggin und DAPT differenzierten hESCs 
eine Abnahme in der Expression von Pluripotenz-assoziierten Marker (Tra-1-60, OCT-4 und 
Nanog), eine erhöhte Expression des hESC-Differenzierungs-assoziierten Markers SSEA-1 
sowie eine erhöhte Expression von Marker (Nestin, CD133, PSA-NCAM und A2B5) 
aufweisen, die neurale Vorläufer-/Stammzellen kennzeichnen. Das Zelladhäsionsmoleküls L1 
wird in unter proliferierenden Bedingungen kultivierten hESC-Kulturen stärker exprimiert als 
in den adhärent neural differenzierten Kulturen. Daher scheint eine Aufreinigung von 
Neuronen aus direkt adhärent differenzierten hESCs basierend auf dem Zelladhäsionsmolekül 
L1 nicht geeignet. 
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4. DISKUSSION 
4.1 Gewinnung hESC-abgeleiteter neuraler Stammzellen (hESC-
NSCs) 
Im Rahmen dieser Arbeit konnten hESC-abgeleitete neurale Stammzellen (hESC-NSCs) 
gewonnen, und bei Erhalt ihrer charakteristischen Marker-Expression stabil und über längere 
Zeiträume hinweg (> 100 Passagen) kultiviert werden. Hiermit wurde die Vorrausetzung für 
eine effektive Linienselektion hESC-abgeleiteter Neurone geschaffen. 
 
Eine Reihe verschiedener Differenzierungsmethoden, welche die Gewinnung hESC-
abgeleiteter Populationen ermöglichen, wurden bereits publiziert (Keller, 1995; Ying et al., 
2003; Gerrard et al., 2005; Benzing et al., 2006; Dhara et al., 2008). Sie basieren 
überwiegend auf der Bildung von sog. Embryoid-Körperchen (EBs), aber auch auf der 
Kokultur mit anderen Zelllinien oder auf der sogenannten adhärenten, direkten 
Konvertierung. Die Differenzierung von hESCs in neurale Zellpopulationen lässt sich durch 
bestimmte Kultivierungsbedingungen beeinflussen. Zhang et al. (2001), Reubinoff et al. 
(2001), Carpenter et al. (2001) und Li et al. (2006) konnten zeigen, dass es möglich ist, 
neurale Vorläuferzellen aus hESCs in vitro zu gewinnen, weiter zu kultivieren und in die drei 
Hauptzelltypen des Nervensystems (Neurone, Astrozyten und Oligodendrozyten) zu 
differenzieren. HESCs wurden auch hierfür zunächst zu EBs aggregiert, in denen sie spontan 
in Derivate aller drei Keimblätter (Ektoderm, Endoderm und Mesoderm) differenzieren 
können. Die Gewinnung neuraler Stammzellen (NSCs) aus hESCs konnten Elkabetz et al. 
(2008) und Koch et al. (2009) zeigen. Die NSCs konnten über einen längeren Zeitraum 
propagiert und in Neurone und Gliazellen differenziert werden. 
In der hier vorliegenden Arbeit erfolgte die neurale Differenzierung der hESCs und damit die 
Gewinnung von hESC-abgeleiteter NSCs (hESC-NSCs) unter Verwendung eines EB-
basierten Differenzierungsprotokolls nach Zhang et al. (2001) und Koch et al. (2009). Die für 
diese Arbeit generierten hESC-NSCs wurden in einer adhärenten Monolayerkultur in 
Gegenwart von FGF-2, EGF und B27 (N2-haltiges Proliferationsmedium) propagiert (Koch et 
al., 2009). Unter diesen Bedingungen entstand eine homogene Zellpopulation, die in der 
Kulturschale Rosetten-ähnliche Muster formte. Diese Zellen konnten extensiv 
(> 100 Passagen) bei Erhalt ihrer morphologischen Eigenschaften und charakteristischen 
Markerexpression propagiert und differenziert werden. Neurale Vorläuferzellen bzw. 
Stammzellen zeichnen sich durch ihre Fähigkeit zur Selbsterneuerung und durch ihr 
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multipotentes Differenzierungspotenzial in Neurone und Gliazellen aus (Carpenter et al., 
2001; Reubinoff et al., 2001; Itsykson et al., 2005). Die im Rahmen dieser Arbeit generierten 
hESC-NSCs zeigten auf mRNA-Ebene eine Telomerase-Expression, ein Merkmal für höchst-
proliferative Zellen mit Selbsterneuerungspotential und Stammzellcharakter. Die hESC-NSCs 
zeigten in Gegenwart von FGF-2 eine stabile Proliferationsrate. Flax et al. (1998) konnten 
zeigen, dass neurale Vorläuferzellen, die aus dem sich entwickelnden humanen Gehirn 
generiert wurden, eine starke Sensitivität zu FGF-2 aufwiesen. Der FGF-Signalweg scheint 
hinsichtlich der neuralen Spezifizierung während der frühen embryonalen Entwicklung zwei 
Rollen zu spielen: zum einen können FGF-Moleküle ein „Pro“- neurales Schicksal im frühen 
Entwicklungsstadium induzieren und zum anderen die neurale Identität stabilisieren, indem 
sie als Antagonisten des BMP-Signalweges agieren (Mason et al., 2007). Hierbei sei erwähnt, 
dass mehrere Signalwege (EGF, WNT, TGF", FGF) wichtig für die Proliferationserhaltung 
von neuralen Vorläufer- und Stammzellen sind. Dass es möglich ist, hESC-abgeleitete neurale 
Population in Gegenwart von FGF-2 und EGF zu propagieren, wiesen Reubinoff et al. (2001) 
nach. So wurde FGF-2 routinemäßig bei der Isolierung und Erhaltung von neuralen 
Vorläufer- und Stammzellen eingesetzt (Carpenter et al., 2001; Shin et al., 2006; Elkabetz et 
al., 2008; Dhara et al., 2008; Koch et al., 2009). Die im Rahmen dieser Arbeit generierten 
proliferativen hESC-NSC-Kulturen wiesen typische Marker neuraler Vorläufer- und 
Stammzellen, wie Nestin, Sox2, PSA-NCAM und A2B5, sowie die neuroektodermalen 
Transkriptionsfaktoren Pax6 und Olig2 auf (Zhang et al., 2001; Reubinoff et al., 2001; 
Carpenter et al., 2001; Elkabetz et al., 2008; Koch et al., 2009). Olig2 spielt eine wichtige 
Rolle sowohl bei der Entwicklung von Oligodendrozyten als auch Motoneuronen. (Li et al., 
2005; Wichterle et al., 2002; Zhou et al., 2002). Die hESC-NSCs zeigten ein ähnliches 
Markerexpressions- und Wachstumsverhalten wie die bei Koch et al. (2009) beschrieben lt-
hESNSCs. 
Studien belegen, dass Langzeit-propagierte in vitro Zellkulturen, insbesondere hESCs sowie 
hESC-abgeleitete Populationen, chromosomalen Veränderungen, unterworfen sind, die ihnen 
einen Proliferationsvorteil verschaffen. Draper et al. (2004) wiesen nach, dass hESCs 
während der in vitro Kultivierung chromosomale Abberationen zeigen und zu einem hohen 
Prozentsatz Trisomien der Chromosomen 12 und 17 aufwiesen. Der Karyotyp der in dieser 
Arbeit gewonnenen hESC-NSC-Kulturen erwies sich jedoch als weitgehend stabil, weniger 
als 20 % der Zellen waren aneuploid. 
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Für die hier vorliegende Arbeit war das neuronale Differenzierungspotenzial der hESC-NSCs 
von besonderem Interesse, da mittels einer Linienselektionsstrategie aus hESC-NSCs eine 
hochaufgereinigte neuronale Population isoliert werden sollte. Unter Standardbedingungen 
differenzierten die hier generierten hESC-NSCs in eine Population von "III-Tubulin-, 
MAP2ab-, GABA- und VGluT1-positiven Neuronen. Der Anteil GABAerger und 
glutamaterger Neurone war dabei in etwa gleich groß. Hierbei sei allerdings erwähnt, dass bei 
höheren Passagen der hESC-NSC-Kulturen (> Passage 60) eine höhere Tendenz zur 
Differenzierung in GABAerge (inhibitorische) Neurone beobachtet werden konnte. 
Dementsprechend zeigten Koch et al. (2009), dass lt-hESNSCs überwiegend in GABAerge 
Neurone differenzierten und nur zu einem geringen Anteil einen glutamatergen Phänotyp 
aufwiesen. Unter Verwendung verschiedener Methoden (meist über EB-Bildung und 
Kokultur) und unterschiedlicher Wachstumsfaktorkonzentrationen konnten verschiedene 
Subtyp-spezifische Neurone (u.a. dopaminerge Neurone oder Motorneurone) aus ESCs 
generiert werden (Odorico et al., 2001; Kawasaki et al., 2000; Shin et al., 2005; Li et al., 
2005; Yan et al., 2005; Perrier et al., 2004). Neuronale Zellen, die in vitro aus neuralen 
Vorläufer-/Stammzellen der Maus differenziert wurden (unabgängig davon, ob sie aus dem 
Kortex-, dem Striatumgewebe oder aus ESCs abgeleitet wurden), wiesen überwiegend einen 
GABAergen Phänotyp auf (Conti et al., 2005). Im Gegensatz dazu konnten neurale Stamm-
/Vorläuferzellen zu Beginn der in vitro Kultivierung meist in Neurone verschiedener 
Transmitterphänotypen (auch glutamaterge Neurone) differenziert werden (Erceg et al., 2008; 
Zhang 2006; Studer et al., 1998). Dies lässt zum einen die Vermutung zu, dass die in vitro 
Langzeit-Kultivierung neuraler Zellpopulationen mit Wachstumsfaktoren (FGF-2 und EGF) 
selektiv die Anreicherung GABAerger Vorläuferzellen fördert. Zum anderen könnte man 
vermuten, dass diese in vitro Kultivierungsbedingungen die regional-spezifische Identität der 
Vorläufer verändern könnte, wodurch wiederum das Differenzierungspotenzial beeinflusst 
würde. Daher ist es von besonderer Bedeutung, dass die Identität und das Potential der 
neuralen Stamm-/Vorläuferzellen während der in vitro Kultur erhalten bleibt. So deuten 
Studien von Hitoshi et al. (2002) und Ostenfeld et al. (2002) darauf hin, dass in vitro 
kultivierte neurale Stamm-/Vorläuferzellen ihre regional-spezifische Identität entsprechend 
ihres Ursprungs (Gehirnregion) beibehalten. Kürzlich erschienene Daten weisen darauf hin, 
dass neurale Zellen, die in einem frühen Stadium der neuralen Differenzierung isoliert 
wurden, einen anterioren Phänotyp aufweisen (Zhang et al., 2006; Elkabetz et al., 2008; 
Pankratz et al., 2007). Auch die in dieser Arbeit generierten hESC-NSCs zeigten ein 
regionalspezifisches Transkriptionsprofil, welches für das ventrale, anteriore Hinterhirn 
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charakteristisch ist (vgl. Koch et al., 2009). Der Mechanismus, welcher der Posteriorisierung 
der hESC-NSCs unterliegt, ist bisher noch nicht im Detail bekannt. Ein wesentlicher Einfluss 
könnte hier die Verwendung von FGF-2 für die in vitro Kultur der Zellen gewesen sein. Stern 
(2001) fand heraus, dass FGF-2 einen posteriorisierenden Effekt während der Entwicklung 
des Nervensystems hat. Die in dieser Arbeit generierten hESC-NSCs behielten jedoch ihre 
regional-spezifische Identität und ihr Differenzierungspotenzial während der Langzeit-in-
vitro-Kultivierung bei. Im Vergleich zu Koch et al. 2009 exprimierten die hESC-NSCs auch 
geringe Mengen von Vorderhirn-Markern (FoxG1, Emx2, Nkx2.1 und Otx2). Dieses 
Expressionsprofil könnte demnach dazu geführt haben, dass die hESC-NSCs unter 
Wachstumsfaktorentzug neben GABAergen auch einen Anteil von glutamatergen Neuronen 
hervorbrachten. 
 
4.2 Promotor-basierte Linienselektion hESC-abgeleiteter Neurone 
Im Rahmen dieser Arbeit sollte eine hochaufgereinigte neuronale Population mittels 
kontrollierter Differenzierung von hESCs zu NSCs und einem Linienselektions-Verfahren 
gewonnen werden. Zuerst wurde als selektierbarer Marker ein EGFP-Gen gewählt, welches 
durch den potentiell neuronal-spezifischen Promotor T!1-Tubulin exprimiert wurde. Diese 
Strategie führte jedoch nur zu einer unzureichend aufgereinigten neuronalen Population. 
Daher wurde eine zweite Strategie entwickelt. Die dabei angewendete Selektion von 
Neuronen auf der Basis der Expression des Zelladhäsionsmoleküls L1 führte zu 
hochaufgereinigten neuronalen Populationen und wird in einem späteren Kapitel diskutiert 
(siehe 4.3). 
 
4.2.1. Verwendbarkeit des T!1-EGFP-Transgens als selektierbarer Marker für 
die neuronale Linienselektion 
T!1-Tubulin ist ein Bestandteil von Mikrotubuli, die sich aus Dimeren von !- und "-Tubulin 
zusammensetzen. Sie sind einer der Hauptkomponenten des Zytoskeletts und in diverse 
cytosolische Funktionen involviert (vgl. 1.3.1). Während der Entwicklung und Regeneration 
sind Mikrotubuli ein integraler Bestandteil von auswachsenden Neuriten. Eukaryotische 
Zellen exprimieren multiple Isotypen von !- und "-Tubulin (Luduena, 1998; Cleveland, 
1987; Sullivan, 1988). Evolutionär gesehen sind die Kodierungsregionen der Tubulin-Gene 
extrem konserviert. Aber nicht alle Gewebe exprimieren die Tubulin-Gene gleichermaßen 
(Villasante et al., 1986; Sullivan, 1988). Die Expression von Tubulin-Genen, insbesondere die 
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der "-Tubulin-Gene, unterscheiden sich während der postnatalen Entwicklung von 
Säugetieren im peripheren und zentralen neuronalen Gewebe (Jiang et al., 1992). Durch 
Hybridisierungsstudien konnte nachgewiesen werden, dass der Isotyp !1-Tubulin 
vornehmlich in Neuronen des Gehirns exprimiert wird (Mikucki et al., 1991; Jiang et al., 
1992; Kost et al., 1993). Auch im humanen Organismus wurde eine !-Tubulin (!1) und eine 
"-Tubulin Isoform ("III) identifiziert, die nur in Zellen neurologischen Ursprungs vorkommt 
(Cowan et al., 1983; Hall et al., 1985; Lewis, 1985). Lewis et al. (1985) konnten nachweisen, 
dass die T!1-Tubulin-mRNA-Expression während der Embryonalentwicklung der Maus 
sprunghaft ansteigt. So konnte in Northern Blot Untersuchungen an Gehirngewebe von 
Mäusen gezeigt werden, dass an Embryonaltag E8 keine T!1-Tubulin-Expression zu finden 
war, wohingegen an E10 eine maximale Expression von T!1-Tubulin festgestellt werden 
konnte. Die Expression von T!1-Tubulin sank zudem zwischen dem postnatalen Tag P3 und 
P32 wieder drastisch ab. Miller et al. (1987) konnten ein ähnliches T!1-Tubulin-
Expressionsprofil im Gehirn der Ratte nachweisen. Studien mit neugeborenen und adulten 
Ratten zeigten, dass die Expression von neuralen Tubulin-Isoformen in sich entwickelnden 
und reifen Neuronen unterschiedlich ist (Gozes et al., 1978; Wolff et al., 1982; Audebert et 
al., 1994; Farina et al., 1999). Späte Entwicklungsstadien des Embryos zeigten dabei die 
höchsten T!1-Tubulin-Expressionlevel, wobei sich die Expression deutlich innerhalb von 3 
Wochen nach der Geburt verminderte (Przyborski et al., 1996; Miller et al., 1987). Hieber et 
al. 1998 konnten zeigen, dass es auch während der Embryonalentwicklung von Fischen zu 
einer hohen T!1-Tubulin-mRNA-Expression kam, die nach neuronaler Differenzierung 
wieder abnahm. Des Weiteren konnte in adulten Tieren unterschiedlicher Spezies gezeigt 
werden, dass nach Schädigung neuronalen Gewebes eine Induktion der T!1-Tubulin-
Expresson erfolgte, die nach Reinnervation wieder absank (Hieber et al., 1998; Miller et al., 
1989). Gloster et al. (1994 und 1999) lieferte durch Untersuchungen transgener Mäuse 
zusätzlich einen Einblick in die Dynamik der T!1-Expression. Bei diesen Mäusen wurde 
LacZ unter der Kontrolle des T!1-Tubulin-Promoters exprimiert, wodurch die selektive 
Expression von T!1-Tubulin in Neuronen bestätigt werden konnte. Es konnte festgestellt 
werden, dass das Transgen (T!1-LacZ-Expression) vermehrt im sich entwickelnden ZNS 
exprimiert wurde, also dort wo Neurone ein starkes morphologisches Wachstum zeigten 
(Miller et al., 1987; Gloster et al., 1994). Im Gehirn adulter Tiere hingegen, während es zur 
postmitotischen neuronalen Ausreifung kommt, wurde die Expression von T!1-Tubulin 
wieder herunter reguliert (Miller et al., 1987; Gloster et al., 1994 und 1999). So konnte eine 
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T!1-LacZ-Expression im adulten Tier nur noch an wenigen Stellen, wie z.B. im 
Hippocampus, nachgewiesen werden (Gloster et al., 1994). Dieses Expressionsmuster ähnelte 
somit stark dem T!1-Tubulin-mRNA-Expressionsprofil von Wildtyp-Mäusen. 
Zusammenfassend zeigen diese publizierten Daten, dass sich entwickelnde Neuronen eine 
starke T!1-Tubulin-Expression aufweisen, die nach neuronaler Differenzierung wieder 
herunter reguliert wird. Im Rahmen von Veränderungen, beispielsweise bei axonalen 
Schäden, kommt es dann wieder zu einer erneuten Induktion der T!1-Tubulin-Expression. 
Diese Befunde lassen den T!1-Tubulin-Promotor zu einem interessanten Marker für 
neuronale Linienselektionen werden. Studien zeigen, dass sich der Promoter von T!1-Tubulin 
zur Anreicherung einer neuronalen Zellpopulation eignet (Wang et al., 1997). Das grün 
fluoreszierende Protein (EGFP) kodierende Gen wurde hierbei unter der Kontrolle des T!1-
Tubulin-Promoters in embryonale Zellen des Vorderhirns der Ratte exprimiert. Die 
anschließende FACS-Selektion ermöglichte die Isolierung von neuronalen Vorläuferzellen. 
Schmandt et al. (2005) konnten durch die kontrollierte Differenzierung von murinen ESCs zu 
neuronalen Vorläuferzellen, kombiniert mit einem T!1-EGFP-basierten 
Linienselektionsverfahren, eine hochaufgereinigte neuronale Population isolieren. Auch aus 
dem humanen Hippocampus und der humanen adulten Ventrikularzone (VZ) konnten 
ebenfalls durch die Verwendung von T!1-Tubulin als gewebespezifischen Promotor 
neuronale Vorläuferzellen selektiert und angereichert werden (Roy et al., 2000a  und 2000b). 
 
In der hier vorliegenden Arbeit konnte, wie in den vorangegangenen Studien mit Primärzellen 
und murinen ESCs, eine Expression von T!1-EGFP in hESC-NSC-abgeleiteten Neuronen 
nachgewiesen werden. Hierfür wurden vordifferenzierte hESC-NSCs mit dem T!1-EGFP-
Konstrukt transient transfiziert. Der Vorteil einer transienten gegenüber einer stabilen 
Transfektion von Zellen ist, dass die Zellen dabei nicht auf Dauer genetisch verändert werden. 
Dies ist hinsichtlich einer möglichen späteren therapeutischen Anwendung besonders wichtig. 
Proliferative hESC-NSCs (vgl. 3.1), die transient transfiziert wurden, waren zum größten Teil 
EGFP-negativ. Erst nach in vitro Differenzierung, die durch Wachstumsfaktorentzug 
induziert wurde, stieg die Anzahl T!1-EGFP exprimierender Zellen an. An Tag 4 nach 
Wachstumsfaktorentzug konnte eine maximale Expression von T!1-EGFP festgestellt 
werden. In länger differenzierten Kulturen nahm die Anzahl T!1-EGFP-exprimierender 
Zellen hingegen wieder ab (Abb. 3.6). Einen ähnlichen Verlauf zeigten die in vivo 
Expressionsdaten von T!1-Tubulin (Gloster et al., 1999 und 1994; Miller et al., 1989; Hieber 
et al., 1998). Diese Studien und die Ergebnisse der hier vorliegenden Arbeit könnten somit 
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ein Hinweis darauf sein, dass die Expression von T!1-EGFP spezifisch in hESC-NSC-
Kulturen während der neuronalen Differenzierung reguliert wird. T!1-Tubulin würde 
demnach nur in einer frühen Phase der neuronalen Differenzierung exprimiert werden. Die 
Beobachtung, dass die Anzahl der "III-Tubulin-positiven Neurone, die eine EGFP-
Fluoreszenz auswiesen, ebenfalls im Laufe der Differenzierung abnimmt, könnte auch dafür 
sprechen. Die Abnahme sowie die geringe Anzahl EGFP-positiver Zellen könnte jedoch auch 
ein durch die transiente Transfektion bedingtes Artefakt sein. Dies wird auch durch die 
Tatsache gestützt, dass die Anzahl "III-Tubulin-positiver Neurone, die EGFP-koexprimierten 
abnimmt. Denn bereits vordifferenzierte Zellen, wie "III-Tubulin-positive Neurone, lassen 
sich schwerer transfizieren als nicht-differenzierte, proliferierende Zellen. Die Anzahl der 
T!1-EGFP-positiven Zellen, die "III-Tubulin-koexprimierten, fiel im gewählten 
Differenzierungszeitraum (1-7 Tage) insgesamt mit durchschnittlich 8,1 ± 3,1 % relativ gering 
aus. Der geringe Prozentsatz lässt zum einen die Vermutung zu, dass zu diesen frühen in vitro 
Differenzierungszeitpunkten T!1-EGFP nicht exklusiv in bereits neuronal-differenzierten 
Zellen der hESC-NSC-Kulturen exprimiert wird (vgl. Abb. 3.9). Die Differenzierung von 
hESC-NSC-Kulturen erfolgt jedoch deutlich langsamer, als die von murinen ESC-
abgeleiteten Zellpopulationen (vgl. Schmandt et al., 2005). So kann es durchaus sein, dass die 
Zellen zwar T!1-EGFP exprimierten, aber noch nicht "III-Tubulin-positiv waren, weil die 
T!1-Expression der "III-Tubulin-Expression zeitlich vorausgeht. Prinzipiell könnte die 
geringe T!1-EGFP-Expression innerhalb der neuronalen Population auch damit 
zusammenhängen, dass die hier verwendete T!1-Tubulin-Sequenz aus der Ratte nicht alle 
regulatorischen Abschnitte enthält, die für die Expression von T!1-Tubulin in humanen 
Zellen notwendig sind. Obwohl die Kodierungsregionen der Tubulin-Gene evolutionär 
gesehen extrem konserviert sind, fanden Hall et al. (1985) heraus, dass das humane !1-
Tubulin-Gen zwar eine sehr große Homologie zum Ratten !1-Tubulin-Gen aufwies, die 
Promotorregionen jedoch sehr verschieden waren. So könnten zusätzliche Enhancer-Regionen 
erforderlich sein, die ober- und unterhalb der verwendeten T!1-Tubulin Sequenz liegen, um 
ein entsprechendes Expressionsmuster in humanen Zellen zu erhalten. Eine weitere 
Möglichkeit für die Abnahme der EGFP-Expression wäre, dass das T!1-EGFP-Konstrukt von 
endogenen DNasen abgebaut wird. So zeigte sich, dass 48-120 h nach erfolgter Transfektion 
die Anzahl EGFP-exprimierender Zellen drastisch abnahm (Abb. 3.7). Eine präzise Aussage 
darüber zu treffen, ob T!1-EGFP exprimierende Zellen exklusiv in neuronale Zellen 
differenzierten, erwies sich daher als schwierig. Die Bestimmung der endogenen T!1-
  Diskussion 
 142
Expression auf Proteinebene war nicht möglich, da kein !1-Tubulin-Antikörper zur 
Verfügung stand, der spezifisch die neuronale Isoform in hESC-NSCs hätte erkennen können. 
Die hier in differenzierenden hESC-NSCs gefundene Dynamik der T!1-EGFP-Expression 
rekapituliert daher aufgrund der transienten Transfektion der hESC-NSCs nur bedingt das in 
vivo Expressionsmuster von T!1-Tubulin (Gloster et al. 1999 und 1994; Miller et al., 1989; 
Hieber et al., 1998). 
 
Zur weiteren Überprüfung der neuronal-spezifischen Expression und zum Ausschluss der 
Expression des Transgens in nicht-neuronalen Zellen wurde das T!1-EGFP-Konstrukt 
transient in verschiedene karzinogene Zelllinien (LN-18, 293-T, NIH-3T3 und Hela) 
eingebracht (Abb. 3.8). Diese Zellkulturen zeigten nach Transfektion mit dem T!1-EGFP-
Konstrukt im Vergleich zur Transfektion mit einem Kontrollplasmid, bei dem das EGFP-Gen 
unter der Kontrolle des ubiquitär exprimierten CMV-Promotors steht, eine deutlich geringere 
Anzahl T!1-EGFP-exprimierender Zellen. Demnach wird das T!1-EGFP-Konstrukt auch zu 
einem geringen Teil in nicht-neuronalen Zelllinien exprimiert. Da der Prozentsatz an T!1-
EGFP-positiven Zellen gegenüber CMV-EGFP exprimierenden Zellen sehr gering ist, zeigen 
diese Daten dennoch, dass das T!1-EGFP-Konstrukt bzw. der T!1-Promotor 
gewebespezifisch (neuronal-spezifisch) exprimiert wird. 
Die hier generierten Daten bestätigen daher insgesamt die im Vorfeld an murinen und 
humanen Primärzellen erhobenen Befunde zur Expression von T!1-Tubulin in neuronalen 
Zellen. Eine exklusive Expression des T!1-EGFP-Konstrukts in hESC-NSC-abgeleiteten 
neuronalen Zellen konnte aufgrund der transienten Transfektion jedoch nicht festgestellt 
werden (vgl. Abb. 3.9). 
 
4.2.2 Charakterisierung T!1-EGFP-positiver Zellen 
Unter Verwendung verschiedener neuraler (Nestin, PSA-NCAM) und neuronaler (PSA-
NCAM, "III-Tubulin) Marker wurden die T!1-EGFP-positiven Zellen einen Tag nach 
Transfektion und damit am Tag 5 der Differenzierung näher charakterisiert. Das hohe Maß an 
Doppelmarkierung T!1-EGFP-positiver Zellen mit den Antikörpern gegen Nestin und PSA-
NCAM zeigte, dass T!1-EGFP nicht nur in bereits neuronal-differenzierten Zellen exprimiert 
wird. Nestin ist ein Marker, der von proliferierenden neuralen Vorläufer- und Stammzellen 
exprimiert wird. PSA-NCAM hingegen ist nicht nur in Neuronen sondern auch in neuralen 
Vorläuferzellen zu finden (Seki et al., 1993; Carpenter et al., 2001; Bonfanti, 2006). Die von 
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Roy et al. (2000b) durchgeführten Versuche am dissoziierten Gewebe des humanen adulten 
Hippocampus zeigten, dass T!1-EGFP sowohl von Vorläuferzellen als auch von sehr jungen 
Neuronen exprimiert wird. Dies zeigt, dass T!1-Tubulin ein sehr früher neuronaler Marker 
ist. Etwa 10 % der T!1-EGFP-positiven hESC-NSCs koexprimierten "III-Tubulin. Dies 
unterstützt die These, dass T!1-EGFP auch junge Neurone markiert. Es handelt sich bei "III-
Tubulin um einen Marker, der bereits früh während der neuronalen Differenzierung 
exprimiert wird (Lee et al., 1990b). Der Vergleich der T!1-EGFP-negativen mit der T!1-
EGFP-positiven Population zeigte, dass in der T!1-EGFP-positiven Population eine 
signifikant erhöhte Expression des neuronalen Markers "III-Tubulin zu verzeichnen war 
(Abb. 3.9), was auf eine erhöhte neuronale Identität der T!1-EGFP-positiven Zellen schließen 
lässt. Des Weiteren konnte eine signifikant geringere Anzahl BrdU-positiver und damit 
proliferierender Zellen nachgewiesen werden, was den Schluss zulässt, das sich T!1-EGFP-
exprimierende Zellen in einem frühen differenzierten Zustand befinden. 
Am Tag 4 nach Wachstumsfaktorentzug, d.h. zum Zeitpunkt der maximalen T!1-EGFP-
Expression, zeigten 9,9 ± 3,4 % der T!1-EGFP-poitiven Zellen eine "III-Tubulin-Expression. 
Außerdem wies zu diesem Zeitpunkt nur eine kleine Fraktion der gesamten hESC-NSC-
abgeleiteten Neurone eine EGFP-Fluoreszenz auf (5,7 ± 1,2 %; durchflusszytometrische 
Bestimmung). Zum einen zeigt dieser Befund, dass das T!1-EGFP zu diesem Zeitpunkt nicht 
wie bei von murinen ESC-abgeleiteten Populationen (siehe Schmandt et al., 2005), exklusiv 
in Neuronen exprimiert wird und zum anderen stellte sich auch die Frage, ob T!1-EGFP nur 
von Neuronen eines bestimmten Entwicklungsstadiums exprimiert wird. Ein möglicher 
Erklärungsansatz für den geringen Prozentsatz der T!1-EGFP-positiven Zellen wäre zum 
einen der transiente Transfektionansatz (s.o.) und zum anderen die Annahme, dass nur ein 
sehr kurzes Zeitfenster für die Genexpression existiert. Letztere würde von den bereits 
publizierten in vivo Daten unterstützt werden, in denen es zur Abnahme der T!1-Tubulin-
Expression nach neuronaler Differenzierung kommt (Miller et al., 1987; Gloster et al., 1994 
und 1999). In diesem Fall wäre T!1-EGFP nur in Neuronen zu finden, die den frühen 
neuronalen Marker "III-Tubulin exprimieren. Jedoch zeigten die T!1-EGFP-positiven 
Neurone nach FACS-Anreicherung ebenfalls die Expression des reiferen neuronalen Markers 
MAP2ab (Abb. 3.11; EGFP/MAP2ab-Koexpression: 18,2 ± 2,9 %). Wie bereits erwähnt, 
könnte die geringe T!1-EGFP-Expression innerhalb der neuronalen Population auch mit der 
T!1-Tubulin-Sequenz des verwendeten Plasmids zusammenhängen. Die T!1-Sequenz aus 
der Ratte enthält möglicherweise nicht alle regulatorischen Abschnitte, die für die Expression 
  Diskussion 
 144
von T!1-Tubulin wichtig sind, um ein Expressionsmuster zu erhalten, welches in humanem 
Gewebe beobachtet werden kann. 
 
4.2.3 Effizienz der T!1-EGFP-basierten Linienselektion 
Obwohl das T!1-EGFP-Transgen nur in einem kleinen Teil der hESC-NSCs exprimiert 
wurde, war auf Grundlage der EGFP-Fluoreszenz eine effiziente Selektion von T!1-EGFP-
positiven Zellen möglich. Über FACS-basierte Linienselektion konnte eine hohe Reinheit von 
85,8 ± 2,3 % T!1-EGFP-positiver Zellen erreicht werden. Ausgehend von der T!1-EGFP-
Population von nicht-sortierten Zellen (5,7 ± 1,2 %; durchflusszytometrische Bestimmung) 
kommt dies einer 15-fachen Anreicherung EGFP-positiver Zellen gleich. Immunfluoreszenz-
Analysen EGFP-positiver Zellen 4 h nach Plattieren ergaben, dass nur ein geringer Anteil der 
FACS-positiv-sortierten Zellen den neuronalen Marker "III-Tubulin exprimierten, 
wohingegen die meisten Nestin exprimierten (Abb. 3.10 F, G). Negativ-sortierte 
Zellpopulationen wiesen ebenfalls nur wenige "III-Tubulin-positive sowie einen großen 
Anteil Nestin-positiver Zellen auf (Abb. 3.10 D, E). Die Analyse der FACS-sortierten Zellen 
zeigte, dass einige Zellen 4 h nach Plattieren kleine Fortsätze ausgebildeten (Abb. 3.10 F, G). 
Im Gegensatz zu T!1-EGFP-sortierten Zellen aus murinen ESC-abgeleiteten Populationen 
(Schmandt et al., 2005) zeigten die aus hESC-NSC-Populationen FACS-angereicherten T!1-
EGFP-positiven Zellen nur eine geringe Koexpression mit "III-Tubulin und waren 4 h nach 
Plattieren überwiegend Nestin-positiv. 
 
Da hESC-NSC-Populationen jedoch weitaus langsamer differenzieren als murine ESC-
abgeleitete Populationen, wurden die Zellen nach FACS für weitere 3 und 8 Tage zur 
Ausreifung auf Zellkulturschalen differenziert (Abb. 3.11). Da die EGFP-Fluoreszenz in den 
Zellen nicht lange erhalten blieb (Abb. 3.7), waren am Ende der gewählten 
Ausdifferenzierungszeiträume nur sehr wenig EGFP-positive Zellen nachweisbar, weshalb 
die neuronale Identität der T!1-EGFP-sortierten Zellen über die Immunoreaktivität mit "III-
Tubulin bestimmt wurde. Drei Tage nach FACS zeigte sich jedoch, dass die T!1-EGFP-
positiv-sortierten Zellfraktionen gegenüber den negativ-sortierten Zellfraktionen nur ~6 % 
mehr "III-Tubulin-positive Zellen aufwiesen. Zu diesem Zeitpunkt wiesen von wenigen noch 
nachweisbaren EGFP-positiven Zellen (1,7 %) der positiv-sortierten Fraktion nur 50 % eine 
"III-Tubulin-Expression auf. Diese Daten zeigen, dass zu diesem Zeitpunkt nur ein Teil der 
T!1-EGFP-positiven Zellen in Neurone differenzierte. Ähnliches wurde auch 8 Tage nach 
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FACS beobachtet. Auch hier konnte nur eine minimale Anreicherung neuronaler Zellen in 
T!1-EGFP-positiven Zellfraktionen im Vergleich zu negativ-sortierten Populationen 
festgestellt werden (~5 % mehr "III-Tubulin-positive und Map2ab-positive Zellen). Der 
überwiegende Anteil der Zellen war Nestin-positiv (~80 %) und damit nicht-neuronal 
differenziert. Auch die Zugabe von BDNF (brain-derived neurotrophic factor) zum 
Zellkulturmedium, welches die neuronale Differenzierung unterstützt, konnte den Anteil an 
"III-Tubulin-positiven Zellen nicht wesentlich beeinflussen (Daten nicht gezeigt). Insgesamt 
zeigen die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit, dass T!1-EGFP, welches transient in die 
hESC-NSC-Kulturen eingebracht wurde, nur zu einer geringen Anreicherung neuronaler 
Zellen beitrug. So brachte die Selektion von T!1-EGFP-positiven Zellen unter diesen 
Bedingungen keine reine neuronale Population, sondern eine noch überwiegend Nestin-
positive Population hervor. 
Es stellt sich die Frage, ob eine stabile Transfektion der hESC-NSC-Zellkulturen mit dem 
T!1-EGFP-Konstrukt eine bessere Vorrausetzung gewesen wäre. Eine effiziente neuronale 
Anreicherung, basierend auf der Selektion T!1-EGFP-positiver Zellen, konnte in der 
Vergangenheit schon mehrfach am Gehirngewebe von Nagetieren demonstriert werden. So 
generierten Sawamoto et al. (2001) transgene Mäuse, die EYFP (enhanced yellow fluorescent 
protein) unter dem T!1-Tubulin Promotor exprimierten. Nach Fluoreszenz-basierter 
Selektion konnten neuronale Populationen aus den Gehirnkulturen der transgenen Tiere in 
einer Reinheit von 94,2 % gewonnen werden. Wang et al. (1998) konnten zeigen, das T!1-
EGFP transient transfizierte Zellen aus dem Vorderhirn von E14 Ratten 16 h nach FACS-
Sortierung zu 65 % den neuronalen Marker "III-Tubulin exprimierten. Neuronale 
Populationen in einer Reinheit von ~70 % konnten aus Zellen der Subventrikularzone adulter 
Ratten gewonnen werden (Wang et al., 2000). Schmandt et al. (2005) konnten die an 
Primärzellen erzielten Daten auf ESC-abgeleitete neurale Vorläuferzellen übertragen. So 
zeigten 98 % der T!1-EGFP-sortierten Zellen eine "III-Tubulin-Expression. Die hier 
vorgestellten Daten können nur zum Teil auf humane Zellen übertragen werden. Denn 
obwohl Nagetierzellen und humane Zellen sich in vielen Punkten ähneln, differenzieren 
humane Primärzellen und hESC-abgeleitete Zellpopulation weitaus langsamer. Dennoch 
konnten auch aus Zellpopulationen, die aus adulten humanen Gehirngeweben wie aus dem 
Hippocampus und der Ventrikularzone präpariert wurden, mittels transienter T!1-EGFP-
Expression neuronale Populationen mit hohen Reinheitsgraden isoliert werden (Roy et al., 
2000a, 2000b). Nach Transfektion mit einem T!1-EGFP-Expressionskonstrukt und 
anschließender FACS-Sortierung exprimierten 73 % der aus dem Hippocampus gewonnenen 
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Zellen "III-Tubulin. Im Gegensatz dazu, zeigten die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten 
hESC-NSC-Populationen nach T!1-EGFP-basierter FACS-Anreicherung jedoch nur zu 16 % 
eine "III-Tubulin-Expression. 
Die in dieser Arbeit vorgestellten Daten konnten demnach die an humanen Primärzellen 
erzielten Ergebnisse auf hESC-NSC-Populationen nicht bestätigen. Wie an den mit 
Primärzellen durchgeführten Studien zeigte sich zwar auch hier eine erhöhte Expression des 
T!1-EGFP in hESC-NSC-abgeleiteten Neuronen, jedoch führte die FACS-basierte Selektion 
der T!1-EGFP-positiven Zellen nicht zu einer zufriedenstellenden Anreicherung reiner, 
neuronaler Zellpopulationen. Ein geeigneter Antikörper gegen das humane neuronal-
spezifische T!1-Tubulin hätte die Charakterisierung der transient transfizierten hESC-NSCs 
sicherlich erleichtert und optimiert. Ein geeigneter Antikörper stand jedoch zu diesem 
Zeitpunkt nicht zur Verfügung. 
Da sich das T!1-EGFP-Konstrukt nicht als eine geeignete Methode zur Anreicherung einer 
hochaufgereinigten Population von Neuronen erwies, wurde im Rahmen dieser Arbeit nach 
einer alternativen Strategie gesucht. Das Zelladhäsionsmolekül L1, welches im ZNS auf einer 
Gruppe von sich entwickelnden Neuronen, aber auch auf Axonen zahlreicher Nervenzellen 
des adulten Nervensystems exprimiert wird (Salton et al., 1983; Lindner et al., 1983; Grumet 
et al., 1984; Rathjen et al., 1984), stellte sich hingegen als gut geeigneter Kandidat heraus. 
Die Daten der L1-immuno-basierten Selektion von Neuronen aus hESC-NSCs (vgl. 3.2.2) 
werden im Folgenden diskutiert. 
 
4.3 Immuno-basierte Linienselektion hESC-abgeleiteter Neurone 
Wie oben beschrieben, führte die Promotor-basierte Selektion von Neuronen unter 
Verwendung des T!1-EGFP-Konstruktes nicht zum gewünschten Erfolg. Eine alternative und 
vor allem effizientere Strategie der neuronalen Linienselektion von hESC-NSCs war hingegen 
durch die Verwendung eines Antikörpers gegen das Zelladhäsionsmoleküls L1 möglich. 
Das Molekül L1 ist in zahlreiche Prozesse des sich entwickelnden und adulten 
Nervensystems, wie z.B. Zellmigration (Lindner et al., 1983; Asou et al., 1992; Thelen et al., 
2002), Axonwachstum (Fischer et al., 1986; Lagenaur et al., 1987), Axonfaszikulierung 
(Chang et al., 1987; Kunz et al., 1996), Synaptogenese und Myelinisierung involviert (Wood 
et al., 1990). Die L1-basierte Selektionsstrategie führte zu hochaufgereinigten neuronalen 
Zellpopulationen, die sich erfolgreich kryokonservieren ließen und die physiologische 
Eigenschaften von Neuronen aufwiesen. Ein wesentlicher Vorteil der L1-immuno-basierten 
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Selektion war, dass die Zellen dabei keiner genetischen Modifikation unterworfen werden 
mussten, was für biomedizinische Anwendungen von besonderem Interesse ist. 
 
4.3.1 Das Zelladhäsionsmoleküls L1 als Marker für die neuronale 
Linienselektion 
Moleküle auf der Zelloberfläche und in der EZM können Prozesse, wie das Überleben, das 
Neuritenwachstum und die Ausbildung von Synapsen, nicht nur während der Entwicklung 
sondern auch im adulten Organismus, beispielsweise nach Verletzungen, begünstigen 
(Seilheimer et al., 1988; Chen et al., 1999; Bernreuther et al., 2006). Dazu gehören neurale 
Mitglieder der Immunglobulin-Superfamilie (IgSF), wie die Zelladhäsionsmoleküle NCAM 
(neural cell adhesion molecule), L1 sowie NgCAM (neuron glia cell adhesion molecule). Die 
Wichtigkeit der Mitglieder der IgSF sowohl während der Entwicklung des Nervensystems als 
auch im adulten Organismus wurde durch die Untersuchungen von Mäusen und Menschen 
deutlich, die Defizite in diesen Molekülen aufwiesen (Luthi et al., 1996; Fransen et al., 
1998a; Wolfer et al., 1998; Demyanenko et al., 1999). L1-Mutationen wurden im 
Zusammenhang mit X-chromosomal-gekoppelter mentaler Retardierung gefunden (Kenwrick 
et al., 2000). So wurden Mutationen im L1 kodierenden Gen bei Menschen im 
Zusammenhang mit X-chromosomal-gekoppelten neurologischen Erkrankung, wie dem 
CRASH-Syndrom (Fransen et al., 1995; Fransen et al., 1997; Kenwrick et al., 1998) entdeckt. 
 
Das Zelladhäsionsmolekül L1, welches für die vorliegende Arbeit als Marker für eine 
neuronale Linienselektion von besonderem Interesse war, ist ein transmembranes 
Glykoprotein und vermittelt sowohl in der Entwicklung als auch im adulten Nervensystem 
kalziumunabhängige homo- und heterophile Zell-Zell- und Zell-Matrix-Interaktionen 
(Brummendorf et al., 1995; Crossin et al., 2000). Es wurde im ZNS auf sich entwickelnden 
Neuronen, auf Axonen zahlreicher Nervenzellen des adulten Nervensystems aber nicht in 
Astrozyten oder Oligodendrozyten nachgewiesen (Lindner et al., 1983; Rathjen et al., 1984; 
Moos et al., 1988; Appel et al., 1993; Kamiguchi et al., 2001). Darüber hinaus wird L1 auch 
von Neuronen und Schwann-Zellen des peripheren Nervensystems exprimiert (Seilheimer et 
al., 1988; Martini et al., 1994). Das L1-Molekül spielt eine wesentliche Rolle beim Überleben 
neuronaler Zellen, bei der Axonfaszikulierung und beim Neuritenwachstum, sowie bei der 
neuronalen Migration und bei der synaptischen Plastizität (Lemmon et al., 1989; Appel et al., 
1993; Chen et al., 1999; Kleene et al., 2001; Dong et al., 2003). Um den Effekt von L1 
hinsichtlich des Neuritenwachstums, des neuronalen Zellüberlebens und der Funktion als 
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signaltransduzierender Rezeptor in vitro zu untersuchen, wurden L1-Antikörper eingesetzt 
(Appel et al., 1995; Hulley et al., 1998; von Bohlen und Halbach et al., 1992). Dong et al. 
(2003) konnte zeigen, dass L1-Antikörper als Substrate das Neuritenwachstum des 
Dorsalwurzelganglions des Kleinhirns (DRG, dorsal root ganglion) und das von 
Motoneuronen in einer dosisabhängigen Weise stimulieren können. Auch Dihné et al. (2003) 
konnten zeigen, dass L1 die Proliferation und die neuronale Differenzierung von murinen 
NSCs in vitro beeinflusst. Hierbei wurden NSCs verwendet, die aus L1-defizienten und 
Wildtyp-Mäusen gewonnen wurden. L1 reduzierte im Vergleich zu anderen Substraten 
(Laminin und Poly-L-lysin) die Proliferation von NSCs in einer dosisabhängigen Weise, 
erhöhte die neuronale Differenzierung und führte gleichzeitig zu einer verringerten 
astrozytären Differenzierung. Ähnliches konnte durch die Überexpression von L1 in murinen 
neuralen Vorläuferzellen beobachtet werden (Bernreuther et al., 2006). L1 scheint als 
Zelladhäsionsmolekül auch am Regenerationsprozess von Geweben nach einer Schädigung 
beteiligt zu sein. Studien zeigen, dass L1 in adulten Ratten eine funktionelle Besserung nach 
einer induzierten Rückenmarksverletzung (Roonprapunt et al., 2003) oder nach einer 
Verletzung des optischen Nervs (Xu et al., 2004) unterstützt. Die Transplantation von L1-
überexprimierenden murinen ESC-abgeleiteten Zellen in das geschädigte Striatum von 
Mäusen führte ebenfalls zu einer funktionellen Besserung (Bernreuther et al., 2006). Die L1-
Überexpression resultierte hierbei in einer erhöhten Anzahl von GABAergen Neuronen und 
einer verstärkten Migration von ESC-abgeleiteten neuralen Vorläuferzellen in das geschädigte 
Gewebe. 
Zusammenfassend zeigen diese publizierten Daten, dass sowohl Neurone des ZNS als auch 
die des peripheren Nervensystems (PNS) eine L1-Expression aufweisen. So exprimierten 
nicht nur sich entwickelnde Neurone und Axone zahlreicher Nervenzellen des adulten 
Nervensystems, sondern auch Schwann-Zellen das Zelladhäsionsmolekül L1. Es konnte 
gezeigt werden, dass L1 die Migration und das Überleben neuronaler Zellen sowie das 
Neuritenwachstum beeinflusst. Im Rahmen von Regenerationsprozessen nach axonalen 
Schäden, scheint L1 ebenfalls eine wesentliche Rolle zu spielen. Diese Befunde lassen das 
Zelladhäsionsmolekül zu einem interessanten Marker für neuronale Linienselektionen 
werden. Jüngling et al. (2003) konnte zeigen, dass sich das Zelladhäsionsmolekül L1 zur 
Anreicherung einer neuronalen Zellpopulation aus murinen ESCs eignet. Die Aufreinigung 
von Neuronen erfolgte hierbei über eine Immunoisolierungsstrategie, bei der ein Antikörper 
gegen das neurale Zelladhäsionsmolekül L1 verwendet wurde. Dies führte zu einer reinen 
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Population von differenzierten Neuronen, die elektrophysiologisch erregbar waren und 
exzitatorische, glutamaterge und inhibitorische, GABAerge Synapsen bildeten. 
 
In der hier vorliegenden Arbeit konnte eine Expression von L1 in hESC-NSC-abgeleiteten 
Neuronen nachgewiesen werden. Dafür wurden hESC-NSCs über einen Zeitraum von 
10 Tagen unter Wachstumsfaktorentzug differenziert und die Expression von L1 und dem 
neuronalen Marker "III-Tubulin zu unterschiedlichen Zeitpunkten (nach 2, 4, 6, 8 und 
10 Tagen) bestimmt. HESC-NSCs, die in Gegenwart von FGF-2, EGF und B27 proliferierten, 
waren abgesehen von spontan differenzierten Neuronen überwiegend L1- und "III-Tubulin-
negativ. Erst nach in vitro Differenzierung, die durch Wachstumsfaktorentzug induziert 
wurde, stieg die Anzahl L1-exprimierender Zellen zeitgleich mit dem Erscheinen von "III-
Tubulin-positiven Neuronen stetig an (Abb. 3.12 A). Es konnte beobachtet werden, dass die 
Anzahl L1-positiver Zellen zu jedem Zeitpunkt der Differenzierung leicht unterhalb der 
Anzahl der "III-Tubulin-positiven Zellen lag. Dieser Befund und die Beobachtung, dass alle 
L1-positiven Zellen "III-Tubulin koexprimierten, aber nicht alle "III-Tubulin-positiven 
Neurone auch L1 exprimierten, lässt zum einen den Schluss zu, dass L1 exklusiv in hESC-
NSC-abgeleiteten neuronalen Zellen exprimiert wird (Lindner et al., 1983; Rathjen et al., 
1984) und zum anderen, dass das Zeitfenster der L1-Expression eine leichte Abweichung zur 
Expression des frühen neuronalen Markers "III-Tubulin aufweist. Da L1 schon früh während 
der neuronalen Differenzierung von hESC-NSCs auf "III-Tubulin-positiven Neuronen 
exprimiert wird, eignet es sich als Selektionsmarker für junge, unreife Neurone. Zu Beginn 
der Differenzierung (2, 4 und 6 Tage nach Wachstumsfaktorentzug) zeigten die L1-positiven 
Neurone eine bi- bis multipolare Zellmorphologie. Diese für junge, unreife Neurone typische 
Morphologie änderte sich mit zunehmender Differenzierungsdauer. Bereits 8 Tage nach 
Wachstumsfaktorentzug wiesen die L1-positiven Zellen eine für reifere Neurone typische 
Morphologie mit langen und verzweigten Fortsätzen auf. Daraufhin wurde der Zeitpunkt für 
die L1-immuno-basierte Selektion auf Tag 7 nach Wachstumsfaktorentzug festgelegt, weil zu 
diesem Zeitpunkt genug L1-positive Zellen vorhanden waren, und weil zum anderen die 
Zellen noch nicht so weit differenziert waren und sich nach der Selektion gut replattieren 
ließen. 
Zu einem späteren Differenzierungszeitpunkt (14 Tage nach Wachstumsfaktorentzug) wurden 
die L1-positiven Neurone unter Verwendung verschiedener neuronaler Marker ("III-Tubulin, 
MAP2ab, VGluT1 und GABA) näher charakterisiert (Abb. 3.13). Das hohe Maß an 
Doppelmarkierung L1-positiver Zellen mit dem Antikörper gegen "III-Tubulin unterstützt die 
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These, dass L1 auch junge Neurone zuverlässig markiert. Denn bei "III-Tubulin handelt es 
sich um einen Marker, der bereits früh während der neuronalen Differenzierung exprimiert 
wird (Lee et al., 1990b). L1-positive Neurone waren ebenfalls im hohen Maße MAP2ab 
positiv. MAP2ab wird zu einem späteren Entwicklungsstadium exprimiert und ist ein Marker 
für reifere neuronale Zellen (Abb. 3.13). Es stellte sich die Frage, ob L1 möglicherweise nur 
von einer Subpopulation von Neuronen exprimiert wird und damit z.B. bevorzugt in Zellen 
eines bestimmten Neurotransmitter-Phänotyps, wie exzitatorischen oder inhibitorischen 
Neuronen, zu finden ist. Immunfluoreszenzanalysen zeigten, dass die L1-markierte 
Population sowohl inhibitorische (GABA) als auch exitatorische (VGluT1) Neurone umfasste 
(Abb. 3.13). Jüngling et al. (2003) konnten ebenfalls zeigen, dass L1-selektierte murine 
Zellen exzitatorische, glutamaterge und inhibitorische, GABAerge Synapsen bildeten. Bei der 
weiteren Überprüfung der neuronal-spezifischen Expression von L1 in differenzierten hESC-
NSCs konnte eine Koexpression von L1 und glialen Markern, wie GFAP und O4, nicht 
nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt).  
Zusammenfassend konnte festgestellt werden, dass die im Rahmen dieser Arbeit generierten 
Daten die an murinen Primärzellen und ESC-abgeleiteten Zellpopulationen erhobenen 
Befunde zur exklusiven Expression von L1 in Neuronen bestätigten. Das 
Zelladhäsionsmolekül L1 eignete sich zur selektiven Anreicherung von Neuronen. L1-
positive Zellen repräsentieren eine neuronale Zellpopulation, die sowohl aus inhibitorischen, 
GABAergen als auch aus exzitatorischen, glutamatergen Neuronen besteht. 
 
4.3.2 Effizienz der L1-immuno-basierten Linienselektion 
Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die kontrollierte Differenzierung von 
hESCs zu NSCs, kombiniert mit einem L1-basierten Linienselektionsverfahren, zu einer 
effizient aufgereinigten neuronalen Zellpopulation führt. Obwohl der Prozentsatz an L1-
positiven Zellen in 7 Tage unter Wachstumsfaktorentzug differenzierten hESC-NSCs mit 6 % 
(H9.2) bzw. 10 % (I3) nicht besonders groß war, gelang eine effiziente Selektion von 
Neuronen (Abb. 3.14 A). Aufgrund ihres noch frühen, unreifen Differenzierungsstadiums 
waren L1-positive Neurone robust genug, die mit der FACSortierung einhergehenden 
belastenden Einflüsse, wie den langen Aufenthalt im kalten FACS-Puffer sowie den 
mechanischen Druck während der Sortierungsprozedur, zu überleben. Länger differenzierte, 
reifere Neurone hingegen würden eine solche Prozedur nicht tolerieren. So führte die 
Linienselektionsstrategie von Pruszak et al. (2007), bei der Promotorelemente von Genen 
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(Synapsin) weiter differenzierter Neurone verwendet wurden, zu einer vergleichsweise 
schlechten Zellüberlebensrate. 
Die hier vorgelegten Daten zeigen, dass durch die Kombination von gerichteter 
Differenzierung und Linienselektion neuronale Populationen in hoher Reinheit gewonnen 
werden können. Immunfluoreszenzanalysen 24 h nach der L1-Selektion ergaben, dass 
96,2 ± 1,2 % (H9.2) bzw. 77,2 ± 5,3 % (I3) der FACS-sortierten Zellen L1 exprimierten und 
dabei den neuronalen Marker "III-Tubulin zu 100 % koexprimierten (Abb. 3.14 B). Parallel 
präparierte, aber nicht der FACS-Sortierung unterworfene Kontrollpopulationen wiesen 
hingegen nur zu 5,7 ± 0,8 % (H9.2) bzw. 9,9 ± 3,1 % (I3) L1-positive Zellen auf, die ebenfalls 
"III-Tubulin koexprimierten. Dies bedeutet eine 90,5%ige (H9.2) bzw. 67,3%ige (I3) 
Anreicherung von L1-positiven Neuronen. Negativ-sortierte Zellen wiesen nur 1,6 ± 0,6 % 
(H9.2) bzw. 8,2 ± 4 % (I3) L1- bzw. "III-Tubulin-positive Zellen auf. Die Analyse der FACS-
sortierten Zellen zeigte, dass bereits 24 h nach Plattieren die ersten Fortsätze ausgebildet 
wurden (Abb. 3.14 E, F). Obwohl für beide Zelllinien (H9.2 und I3) optimierte und stringente 
FACS-Bedingungen verwendet wurden, konnten Unterschiede in der Reinheit in der 
Isolierung von Neuronen 24 h nach FACS beobachtet werden (H9.2: 96 %; I3: 77 %). Bei der 
FACS-basierten Selektion der hESC-NSCs der Zelllinie I3 sind deutlich mehr unerwünschte, 
d.h. L1-negative Zellen in die positive Fraktion gelangt als bei der hESC-NSC-Fraktion der 
Linie H9.2. Ein Grund dafür ist die Tatsache, dass der Sortierstrahl von I3-Zellen häufiger als 
bei H9.2-Zellen streute statt gezielt zum negativen bzw. positiven Auffanggefäß gelenkt zu 
werden. Normalerweise sollte das Auftreten eines solchen „Streustrahls“ durch die 
Applikation von DNase verhindert werden, welche genomische DNA zerstörter Zellen 
verdauen soll, um eine möglichst niedrige Viskosität des Sortierstrahls aufrecht zu erhalten. 
Möglicherweise war die Menge an freigesetzter genomischer DNA bei den I3-Zellen relativ 
groß im Vergleich zur eingesetzten DNase-Konzentration. Zusätzlich dazu konnten bei den 
replattierten I3-Kulturen 24 h nach FACS deutlich mehr tote Zellen beobachtet werden als in 
den replattierten H9.2-Kulturen. Die differenzierten hESC-NSCs der Zelllinie H9.2 scheinen 
demnach robuster zu sein als die der Zelllinie I3 und können demnach die mit der 
FACSortierung einhergehenden belastenden Einflüsse, wie z.B. den mechanische Druck, 
besser überstehen. 
Western Blot Analysen bestätigten die Expression von L1, "III-Tubulin und VGluT1 24 h 
nach Selektion (Abb. 3.14 G). Damit konnte gezeigt werden, dass zumindest ein Teil der L1-
positiv-sortierten Zellen 24 h nach Selektion einen exzitatorischen, glutamatergen neuronalen 
Phänotyp (vgl. Abb. 3.13) aufwies. Der neuronale Phänotyp L1-positiv-sortierter Zellen 
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wurde ebenfalls auf mRNA-Ebene mittels PCR-Analysen bestätigt (Abb. 3.15). Neben der 
Expression von VGluT1 konnte eine Expression von GAD67 auf mRNA-Ebene festgestellt 
werden. Dies lässt den Schluss zu, dass die Selektion von L1-positiven Zellen eine 
Anreicherung von sowohl exzitatorischen als auch inhibitorischen Neuronen bewirkt. Die von 
Jüngling et al. (2003) erhobenen Daten zur Selektion von Neuronen aus murinen ESCs über 
L1-basierte Immunoisolierung führte ebenfalls zu einer Population aus exzitatorischen, 
glutamatergen und inhibitorischen, GABAergen Neuronen. 
 
Für die Aufreinigung ESC-abgeleiteter neuraler Populationen wurden bereits in der 
Vergangenheit verschiedene Marker verwendet. Die Immunoisolierung wurde sowohl im 
murinen als auch humanen Zellkultursystem erfolgreich zur Selektion von Neuronen 
(Schmandt et al., 2005; Carpenter et al., 2001) und Glia-Zellen (Windrem et al., 2004; Glaser 
et al., 2005) eingesetzt. Eine effiziente neuronale Anreicherung, basierend auf der Selektion 
L1-positiver Zellen, konnte schon an murinen ESCs demonstriert werden. Jüngling et al. 
(2003) konnte zeigen, dass die Differenzierung von ESCs zu EBs und die anschließende L1-
basierte Immunoisolation neuronale Populationen in einer Reinheit von 93,4 ± 3,4 % 
hervorbrachte. Auch aus hESC-NSC-Populationen, die mit einem Doublecortin (DCX)-
EGFP-Konstrukt stabil transfiziert wurden, konnten "III-Tubulin-positive Neurone mit 
hohem Reinheitsgrad (92,3 ± 2,5 %) isoliert werden (Ladewig et al., 2008). Bei 
Linienselektionsverfahren, die auf Konstrukten basieren, die Gene für fluoreszierende 
Proteine (z.B. T!1-EGFP) oder Antibiotikaresistenzen beinhalten, werden die Zellen in der 
Regel dauerhaft genetisch verändert. Ein wesentlicher Nachteil dabei ist, dass die Integration 
des eingebrachten Genkonstruktes meist ungerichtet in das Genom der Zelle erfolgt. Für 
spätere biomedizinische Anwendungen eignen sich daher solche genetischen 
Linienselektionsverfahren nicht. Die Selektionsstrategien, die auf Oberflächenantigen 
basieren, bieten daher einen wesentlichen Vorteil, da die selektierten Zellen frei von 
genetischen Modifikationen sind. 
Insgesamt zeigen die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit, dass sich das Zelladhäsionsmolekül 
L1 als ein robuster Marker herausstellte, um Neurone aus differenzierenden hESC-NSC-
Kulturen zu isolieren. Die Selektion von L1-positiven Zellen bringt eine reine neuronale 
Population hervor, die noch unreif genug erscheint, um mit ihr weiterführende 
Zellkulturexperimente durchführen zu können. Die hier vorgestellten Daten weiten somit die 
an murinen ESCs erzielten Ergebnisse (Jüngling et al., 2003) auf hESC-abgeleitete NSCs aus. 
Die Markierung der hESC-NSC und damit der hESC-NSC-abgeleiteten L1-positiven Neurone 
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mit einem EGFP- oder mRFP-Konstrukt (vgl. 3.2.2.5.2) ließen das oben beschriebene 
Verfahren zur Gewinnung reiner neuronaler Populationen zu einer geeigneten Methode 
werden, um zusätzlich das Ausreifungspotential und die synaptische Plastizität von Neuronen 
nach Transplantation zu untersuchen. 
 
4.3.3 Charakterisierung der L1-positiv-sortierten Zellen 
Die L1-positiv-sortierten Zellen wurden unter Verwendung verschiedener neuronaler Marker 
("III-Tubulin, MAP2ab, VGluT1 und GABA) näher charakterisiert. Bereits 24 h nach der 
FACS-basierten Selektion zeigten die L1-positiven Zellen eine meist bi- bis multipolare 
neuronale Morphologie und waren "III-Tubulin-positiv (Abb. 3.14 E). Für die neuronale 
Ausreifung und weitere immunzytochemische Charakterisierung wurden L1-positven 
Neurone für weitere 6 Tage differenziert (Abb. 3.16; Abb. 3.17). Die L1-positiven Zellen 
zeigten zu diesem Zeitpunkt nicht nur ein hohes Maß an Doppelmarkierungen für "III-
Tubulin (Abb. 3.16 A2), sondern auch für MAP2ab, einen Marker, der reifere Neurone 
kennzeichnet (Abb. 3.16 B2). Der Anteil MAP2ab-positiver Neurone fiel in den gesamten L1-
positiv-sortierten hESC-NSC-Populationen der Zelllinie I3 (45,3 ± 9,6 %) im Vergleich zur 
Zelllinie H9.2 (76,9 ± 9,2 %) deutlich geringer aus. Bezieht man den Anteil MAP2ab-
exprimierender Zellen jedoch nur auf die Anzahl L1-positiver Zellen in den I3 und H9.2 
Kulturen, so ist die Menge an MAP2ab-positiven Zellen vergleichbar (I3: 77 %, H9.2: 87 %; 
Daten nicht gezeigt). Der Anteil L1-negativer Zellen in der L1-positiv-sortierten Fraktion war 
bei den I3 Populationen 24 h nach FACS deutlich höher als bei den H9.2 Populationen. Der 
Unterschied in der Gesamtpopulation hinsichtlich des neuronalen Markers MAP2ab beruht 
wahrscheinlich auf dem niedrigeren Reinheitsgrad der bei der Selektion der hESC-NSCs der 
Zelllinie I3 erreicht wurde (I3: 77,2 %, H9.2: 96,2 %).  
Die L1-positiven Populationen beider Zelllinien wiesen im Vergleich zu L1-negativen 
Populationen eine signifikant erhöhte Expression der neuronalen Marker "III-Tubulin, 
MAP2ab, VGluT1 und GABA auf (Abb. 3.17; Abb. 3.18). Beide Zelllinien zeigten eine 
Differenzierung in glutamaterge (VGluT1) und GABAerge Neurone (Abb. 3.16 C2, D2). Die 
L1-markierte Population umfasste demnach sowohl inhibitorische (GABA) als auch 
exzitatorische (VGluT1) Neurone, die etwa im gleichen Verhältnis zueinander exprimiert 
wurden (Abb. 3.17). Dies bestätigte die im Vorfeld erhobenen immunzytochemischen Daten 
(vgl. Abb. 3.13), ebenso wie die in der Vergangenheit von Jüngling et al. (2003) publizierten 
Daten. 
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In der Subtyp-spezifischen neuronalen Differenzierung (VGluT1- und GABA-positive Zellen) 
konnte jedoch ebenfalls ein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Zelllinien (H9.2 
und I3) festgestellt werden. So wiesen L1-positive Zellfraktionen der Zelllinie I3 eine 
signifikant geringere Anzahl VGluT1- bzw. GABA-exprimierender Zellen auf als die der 
Zelllinie H9.2 (Abb. 3.17). Dies ist wahrscheinlich ebenfalls auf die geringere 
Aufreinigungseffizienz der I3-Zelllinie zurückzuführen. 
Die Daten zur Expression von neuronalen Markern in L1-positiv-sortierten Zellfraktionen 
6 Tage nach FACS zeigten, dass die hESC-NSCs der Zelllinie I3 generell ein geringeres 
neuronales Differenzierungspotential aufwiesen als die hESC-NSCs der Zelllinie H9.2. Unter 
Bedingungen die eine neuronale Differenzierung begünstigen, exprimierten in der hier 
vorliegenden Arbeit weniger Zellen der hESC-NSC Linie I3 neuronal-spezifische Marker 
("III-Tubulin, MAP2ab, VGluT1 und GABA) als die der hESC-NSCs Linie H9.2 (Abb. 
3.17). Einerseits kann dies durch den niedrigeren Reinheitsgrad der L1-positiv-sortierten 
Zellpopulationen der I3-Zellen begründet werden (s.o.) und andererseits ist bekannt, dass die 
neurale Differenzierungsfähigkeit von verschiedenen Zelllinien variieren kann. Mehrere 
Arbeitsgruppen haben beschrieben, dass hESC-Linien Unterschiede im Proliferations- und 
Differenzierungspotential zeigen (Allegrucci et al., 2007; Ware et al., 2006; Tavakoli et al., 
2009). Das Selbsterneuerungspotential und die Fähigkeit zur spontanen und gerichteten 
Differenzierung kann demnach im Vergleich zwischen hESC-Linien verschieden sein 
(Tavakoli et al., 2009). Kürzlich konnte gezeigt werden, dass immanente 
Differenzierungseigenschaften pluripotenter Stammzellen durch Modulation intrazellulärer 
Signalwege überwunden werden können (Kim et al., 2010). Also scheint die H9.2 Zelllinie 
ein stärkeres neurales/neuronales Differenzierungspotential zu besitzen als die Zelllinie I3. 
Des Weiteren zeigten L1-positiv-sortierte Populationen der Zelllinie H9.2 eine VGluT1- und 
GABA-Expression in über 60 % der quantifizierten Zellen. Auf der Basis von 
Immunfluorezenzanalysen konnten Kao et al. (2004) und Gómez-Lira et al. (2005) die 
Kolokalisation von VGluT1 und VGAT nachweisen. Weitere Studien an aus adultem Ratten-
Gehirn isolierten Synaptosomen konnten ebenfalls eine Koexistenz von VGluT- und GABA-
Transportern zeigen (Zander et al., 2010). Daher deutet der in dieser Arbeit vorliegende 
Befund ebenfalls auf eine Koexpression der vesikulären Transporter für exzitatorische und 
inhibitorische Transmitter innerhalb der selben Synapse hin. VGluT1 und GABA scheinen 
demnach zumindest in einigen Nervenendigungen von L1-positiven Zellen (Zelllinie H9.2) 
gleichzeitig vorzukommen. Dieses Phänomen tritt wahrscheinlich während der neuronalen 
Entwicklung als eine Art Übergangsstadium auf (Zander et al., 2010). Weiterführende 
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Studien sind allerdings notwenig, um das Phänomen in L1-positiven Neuronen genauer zu 
untersuchen. 
Zusammenfassend zeigen diese Daten, dass die über das Zelladhäsionsmolekül L1 isolierten 
"III-Tubulin- und MAP2ab-positiven Neurone 6 Tage nach Selektion unabhängig von der 
Zelllinie sowohl einen GABAergen als auch einen glutamatergen Phänotyp aufweisen. Die 
hier gewählte FACS-basierte Methode zur Selektion L1-positiver Zellen hat demnach keinen 
Einfluss auf die neuronale Identität der Zellen (vgl. Abb. 3.13). 
 
Das Zelladhäsionsmolekül L1 ermöglicht als Oberflächenmarker die FACS-basierte 
Linienselektion von unreifen hESC-NSC-abgeleiteten Neuronen. Die Ergebnisse der hier 
vorliegenden Arbeit konnten zeigen, dass FACS-selektierte L1-positive Neurone mit einer 
Reinheit von über 96 % gewonnen werden konnten. Durch elektrophysiologische 
Untersuchungen der L1-positiv-sortierten Zellen wurde festgestellt, dass diese Zellen 
funktionelle Eigenschaften von reifen Neuronen aufwiesen, da sie fähig waren, repetitive 
Aktionspotentiale zu feuern und synaptische Kontakte auszubilden. Die im Vorfeld 
durchgeführten elektrophysiologischen Untersuchungen an L1-positiven Zellen in 
differenzierten, nicht-sortierten hESC-NSC-Populationen (Daten nicht gezeigt), konnten an 
L1-positiv-sortierten Zellpopulation nach FACS ebenfalls erzielt werden. Dadurch konnte 
gezeigt werden, dass die FACS-basierte Selektionsstrategie die funktionelle Ausreifung der 
Neurone nicht beeinträchtigte. 
Für die elektrophysiologischen Untersuchungen wurden L1-positiv-sortierte Zellen in 
Kokultur mit murinen Astrozyten kultiviert. Glia-Zellen können das Überleben von 
Neuronen, die neuronale Ausreifung und das Neuritenwachstum positiv beeinflussen (Liesi et 
al., 1983; Fallon, 1985a und 1985b; Bekkers et al., 1991; Johnson et al., 2007). So konnten 
Jüngling et al. (2003) zeigen, dass auf Glia-Zellen kultivierte L1-immunoisolierte murine 
ESC-abgeleitete Neurone funktionell ausreiften und Synapsen formten. Die Analyse der 
passiven und aktiven Membraneigenschaften (Abb. 3.20) zeigte eine deutliche Entwicklung 
von L1-selektierten hESC-NSC-abgeleiteten Neuronen, die jedoch nach 9 Wochen in Kultur 
noch nicht abgeschlossen erschien. Die signifikante Erhöhung der Membrankapazität (Cm) in 
9 Wochen alten Kulturen (Abb. 3.20 C) und der Befund, dass die Zellen repetitive 
Aktionspotentiale (APs) feuern konnten (Abb. 3.20 F), lässt den Schluss zu, dass diese 
Neurone komplexe Verzweigungen aufwiesen und einen reiferen Status erreicht hatten, als 
die für 5 Wochen kultivierten Neurone. Vergleichbare elektrophysiologische Befunde mit 
hESC-NSC-abgeleiteten Neuronen wurde hinsichtlich der passiven und aktiven 
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Membraneigenschaften (wie Na+- und K+-Ströme) von Pasricha in ihrer Masterarbeit (2007) 
erzielt. 
Nach 9-wöchiger Kokultur mit murinen Astrozyten konnten in den untersuchten L1-positiven 
Zellen keine postsynaptischen Ströme (EPSCs) detektiert werden. Die Daten dieser Arbeit 
sind mit bereits publizierten Daten im Einklang, die zeigen konnten, dass hESC-abgeleitete 
Neurone in der in vitro Kultur meist keine vollständige funktionelle Reifung durchlaufen 
(Carpenter et al., 2001; Koch et al., 2009). Durch die Verabreichung von Agonisten für 
AMPA/Kainat- und GABAA-Rezeptoren konnten jedoch Ströme aufgezeichnet werden, die 
auf die Expression von Neurotransmitterrezeptoren hindeuten (Abb. 3.22 F). 
 
Die Fähigkeit zur Kommunikation eines Neurons mit anderen Nervenzellen, d.h. die 
Ausbildung funktioneller Synapsen und neuronaler Netzwerke, ist von grundlegender 
Bedeutung. Hippokampale Schnittkulturen können das Überleben und die funktionelle 
Ausreifung von ESC-abgeleiteten Neuronen deutlich unterstützen (Benninger et al., 2003). So 
stellen organotypische, hippokampale Schnittkulturen ein dreidimensionales Modellsystem 
des ZNS-Gewebes dar, das zur Untersuchung einer Vielzahl entwicklungsbiologischer und 
Krankheits-assoziierter Fragestellungen herangezogen werden kann (Gähwiler et al., 1997; 
McKinney et al., 1997). Scheffler et al. (2003) konnten eine Methode zur Kultivierung von 
vitalen und funktionell aktiven hippokampalen Schnittkulturen unter serumfreien 
Bedingungen entwickeln. Dieses Kultursystem erlaubt beispielsweise die genaue 
Untersuchung der Differenzierung und funktionellen Integration von transplantierten hESC-
NSCs. Im Gegensatz zu in vivo Transplantationen erlauben in vitro Transplantationsmodelle, 
wie organotypische Schnittkulturen, durch den direkten experimentellen Zugriff die 
Beobachtung der Integration und Funktionalität der transplantierten Zellen. So können kleine 
Zellmengen präzise unter dem Mikroskop in eine gewünschte Region platziert werden. L1-
positiv-sortierte Neurone aus EF1!-mRFP- oder EF1!-EGFP-transduzierten hESC-NSCs 
bildeten 3 Wochen nach Transplantation auf hippocampalen Schnittkulturen weitläufige, 
neuronale Verzweigungen aus (Abb. 3.23 D). Des Weiteren konnte beobachtet werden, dass 
das Feuerverhalten (APs) auf hippocampalen Ratten-Schnittkulturen fortgeschrittener war im 
Vergleich zu den Kokulturen mit murinen Astrozyten. So wurden 3 Wochen nach 
Transplantation spontane postsynaptische Ströme (EPSCs) bei L1-positiven Neuronen 
detektiert (Abb. 3.24 A). Ladewig et al. (2008) konnten ähnliche Ergebnisse durch die 
Selektion von DCX-EGFP-positiven Neuronen erzielen. Im Gegensatz dazu zeigten lt-
hESNSC-abgeleitete Neurone erst 18 Wochen nach Transplantation in das Gehirn einer 1 Tag 
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alten Maus EPSCs (Koch et al., 2009). Dies lässt die Vermutung zu, dass reine neuronale 
Populationen ein besseres Reifungspotenzial aufweisen als nicht-angereicherte 
Zellpopulationen. Denkbar wäre auch, dass die humanen Zellen in vitro besser ausreifen als in 
vivo. Bei der elektrophysiologischen Untersuchung der L1-positiv-selektierten Zellen konnte 
festgestellt werden (siehe 3.2.2.5, Abb. 3.24 B), dass die gemessenen Ströme überwiegend 
eine schnelle Kinetik aufwiesen, die für AMPA-Rezeptor-vermittelte Ströme typisch ist und 
damit für einen glutamatergen Eingang spricht. Weit seltener wurden langsamere Ströme 
detektiert, die möglicherweise durch NMDA-Rezeptoren vermittelt wurden. Dies untermauert 
die immunzytochemischen und molekularbiologischen Befunde, dass durch die L1-Selektion 
sowohl exzitatorische, glutamaterge als auch inhibitorische, GABAerge Neurone aufgereinigt 
wurden. 
Zusammenfassend konnte demnach gezeigt werden, dass hESC-NSC-abgeleitete L1-positiv-
selektionierte Neurone in der Lage waren, ein funktionales Netzwerk nach in vitro 
Transplantation auszubilden. 
 
4.3.4 Kryokonservierung von L1-immunoisolierten Neuronen 
Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein Kryokonservierungsprotokoll entwickelt, welches die 
Lagerung von aufgereinigten L1-positiven Zellen mit einer durchschnittlichen Post-Auftau-
Überlebensrate von 79,8 % erlaubt (Abb. 3.19 A; TKM ROCK+/+). Da die Selektion von L1-
positiven Neuronen eine zeitaufwendige Prozedur darstellt, ermöglicht es die 
Kryokonservierung, differenzierte und hochaufgereinigte Neurone in größeren Mengen 
bereits im Voraus zu gewinnen, damit sie für spätere Anwendungen direkt zur Verfügung 
stehen. Eine wichtige Vorrausetzung für die Kryokonservierung war der noch unreife Status 
der L1-positiv-selektierten Neurone zum Zeitpunkt des Einfrierens. Um die Überlebensrate 
der Zellen zu optimieren, wurde das verwendete Standardeinfriermedium (KM) leicht 
modifiziert und mit Trehalose versetzt (TKM). Trehalose verhindert dabei als zusätzliches 
Kryoprotektivum, dass die Zellen beim Einfrieren und Auftauen von den sich dabei bildenden 
Eiskristallen beschädigt werden (Leslie et al., 1995; Yoon et al., 1998; Lillford et al., 2002). 
Während des Auftauens wachsen diese Eiskristalle, und zwar umso mehr, je langsamer die 
Auftaurate ist. Um daher das Risiko für Zellschäden so gering wie möglich zu halten, müssen 
die Zellen zum einen schnell aufgetaut (Sherman, et al. 1973; Walter, et al. 1999) und 
zusätzlich mit sogenannten Kryoprotektiva geschützt werden. Eine Reihe verschiedener 
Spezies, wie die Bäckerhefe (Saccharomyces cervisiae), können ein extremes Austrocknen 
überleben (Crowe, et al. 1992; de-Araujo, 1996). Der Bäckerhefe und einigen Bakterien und 
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Pilzen ist die Eigenschaft gemein, in bestimmten Stresssituationen das Disaccharid Trehalose 
produzieren zu können (Crowe, et al. 1992). Zahlreiche Untersuchungen, insbesondere zu 
Saccharomyces cervisiae zeigen, dass die Fähigkeit Trehalose zu produzieren, wie auch die 
Zugabe von externer Trehalose positiv mit den Überlebensraten nach Tiefkühlen bzw. nach 
Dehydratation korrelieren (Diniz-Mendes, et al. 1999; Cerrutti et al., 2000; Leslie et al., 
1994). Trehalose wurde als Kryoprotekivum für verschiedene Organismen, Gewebe und 
Zellen getestet (Beattie et al., 1997; Brockbank et al., 2010). Beattie et al. (1997) konnten die 
Überlegenheit eines Trehalose-DMSO-Gemisches als Kryoprotektivum gegenüber reinem 
DMSO für humane Pankreasinselzellen zeigen. In der vorliegenden Arbeit konnte durch die 
Verwendung eines Trehalose-DMSO-haltigen (TKM) Mediums die Vitalitätsrate der L1-
positiven Neurone gegenüber einem DMSO-haltigen Kryomediums (KM) um mehr als 5 % 
gesteigert werden. 
Bereits publizierte Daten zeigen, dass der Verlust der Zellvitalität während des Einfrier- und 
Auftauprozesses von hESCs mit konventionellen Kryoprotokollen eher durch Apoptose als 
durch Nekrose verursacht wird (Heng et al., 2006). Durch die spezifische Inhibierung der 
Apoptose konnte die Einfrier-Auftau-Überlebensrate von hESCs (Martin-Ibañez et al., 2009; 
Mollamohammadi et al., 2009), hESC-abgeleiteten Kardiomyozyten (Kim et al., 2010) und 
von Stammzellen aus der Whartonschen Sulze der humanen Nabelschnur (hWJSCs; 
Gauthaman et al., 2010) deutlich gesteigert werden. Watanabe et al. (2007) zeigten, dass die 
Verwendung des ROCK-Inhibitors die Dissoziations-induzierte Apoptose verringern und 
damit die Überlebensrate von hESCs deutlich erhöhen konnte. In Gegenwart des ROCK-
Inhibitors konnte die Kryokonservierungsmethode von dissoziierten hESCs verbessert werden 
(Martin-Ibañez et al., 2008) und führte zu einer deutlichen Steigerung des Wachstums von 
kryokonservierten hESCs nach dem Auftauen (Claasen et al., 2009). Eine effektive 
Steigerung der Überlebensrate der differenzierten L1-positiven Zellen nach dem Auftauen auf 
79,8 % konnte durch die Vorinkubation mit dem ROCK-Inhibitor Y27632 und durch die 
Zugabe desselben in das Kryomedium und das Auftaumedium erreicht werden (TKM 
ROCK+/+, Abb. 3.19 A). Im Rahmen dieser Arbeit stellte sich heraus, dass die alleinige 
Zugabe des ROCK-Inhibitors zum Kryo- und Auftaumedium (TKM ROCK-/+) zu einer 
Steigerung der Zellvitalität auf 64,2 % nach dem Auftauen führte, wobei diese im Vergleich 
zur TKM ROCK+/+ Bedingung jedoch deutlich geringer ausfiel. Heng et al. (2007) konnten 
zeigen, dass die alleinige Zugabe eines Apoptose-Inhibitors (Caspase-Inhibitor Z-VAD-FMK) 
zum Kryomedium nur einen kleinen Effekt auf die Zellüberlebensrate hatte. Ebenso hier, 
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denn eine Vorinkubation mit dem ROCK-Inhibitor hatte einen deutlicheren positiven Effekt 
auf die Zellvitalität, als die Zugabe in die entsprechenden Medien alleine. 
Im Rahmen dieser Arbeit wurde als zweiter Apotose-Inhibitor der allgemeine Caspase-
Inhibitor Z-VAD-FMK getestet. Heng et al. (2006 und 2007) konnten feststellen, dass 
Caspase 3 eine entscheidende Rolle bei der durch die Kryokonservierung bedingten Apoptose 
spielt. Als Vergleich wurde ein Kryoprotokoll für junge Neurone verwendet, welches eine 
Vorinkubation der Zellen mit dem allgemeinen Caspase-Inhibitor Z-VAD-FMK vorsah 
(Ladewig et al., 2008). Das dort vorgestellte Einfriermedium enthielt die Kryoprotektiva 
Myo-Inositol und Polyvinylalkohol (Yancey et al., 2005; Asada et al. 2002) und obwohl der 
Caspase-Inhibitor Z-VAD-FMK eine in vivo Halblebezeit von weniger als 24 h hat 
(Alessandri et al., 2006), schien dies ausreichend zu sein, die DCX-EGFP-angereicherten 
Neurone während des Einfrierprozesses, sowie in den ersten Stunden nach dem Auftauen und 
Plattieren zu schützen. Die im Rahmen der hier vorliegenden Arbeit verwendete Kombination 
aus Trehalose-haltigem Kryomedium und Z-VAD-FMK-Vorinkubation (TKM Z-VAD-FMK) 
erzielte eine Vitalität von 62,9 %. Diese Zellüberlebensrate lag damit deutlich unter dem 
Trehalose- und ROCK-Inhibitor-haltigem Einfriermedium in Kombination mit der ROCK-
Vorinkubation (TKM ROCK+/+; 79,8 %). Die Zellvitalitätsbestimmung L1-selektionierter 
Neurone, die mit dem von Ladewig et al. (2008) entwickelten Kryoprotokoll eingefroren 
wurden (KM-L Z-VAD-FMK), ergab lediglich eine Überlebensrate von 64,8 % und war 
damit vergleichbar mit dem Trehalose- und ROCK-Inhibitor-haltigem Einfriermedium ohne 
ROCK-Inhibitor-Vorinkubation (TKM ROCK-/+; 64,2 %). Die Überlebensrate fiel damit 
deutlich geringer aus, als beim ROCK-Inhibitor- und Trehalose-haltigen Kryomedium mit 
ROCK-Inhibitor-Vorinkubation (TKM ROCK+/+). Dadurch, dass der verwendete Caspase-
Inhibitor keinen so deutlichen Effekt herbeiführen konnte (TKM Z-VAD-FMK), ist es 
verständlich, dass die Vorinkubation mit beiden Inhibitoren keine weitere Steigerung der 
Überlebensrate (TKM ROCK+/+/Z-VAD-FMK; 71,1 %) im Vergleich zur alleinigen ROCK-
Inhibitor-Vorinkubation (TKM ROCK+/+; 79,8 %,) herbeiführte. Die Zellvitalität fiel sogar 
etwas geringer aus. Bei der Steigerung der Zellüberlebensrate von jungen Neuronen scheinen 
die Apoptose-Inhibitoren ausschlaggebend zu sein. Aus den hier vorliegenden Daten lässt sich 
für die Kryokonservierung verhältnismäßig geringer neuronaler Zellmengen schlussfolgern, 
dass der ROCK-Inhibitor besser geeignet ist als der Caspase-Inhibitor. Weiterführende 
vergleichende Experimente sollten jedoch noch in Betracht gezogen werden. 
Zusammenfassend zeigen diese Daten, dass das hier entwickelte 
Kryokonservierungsprotokoll die effektive Kryokonservierung der L1-immunoisolierten 
  Diskussion 
 160
Neurone ermöglicht. Durch Verwendung des ROCK-Inhibitors konnte eine signifikante 
Verbesserung gegenüber bereits publizierten Protokollen erreicht werden. 
 
4.3.5 Vergleich mit anderen Linienselektionsverfahren 
In den letzten Jahren wurden eine Reihe von Linienselektionsstrategien vorgestellt, die eine 
Anreicherung ESC-abgeleiteter Neurone mit unterschiedlichen selektierbaren Markern 
ermöglichten. Dabei kamen sowohl Oberflächenmarker als auch Konstrukte, die Gene für 
fluoreszierende Proteine oder Antibiotikaresistenzen tragen, zum Einsatz. Die polysialysierte 
Form des neuralen Zelladhäsionsmoleküls NCAM (polysialic acid neural cell adhesion 
molecule; PSA-NCAM) wurde in der Vergangenheit schon mehrfach als Oberflächenmarker 
zur Isolation von Neuronen aus gemischten neuralen Populationen verwendet. Mujtaba et al. 
(1999) konnten neuronale Populationen über PSA-NCAM-Immunopanning aus murinen 
ESCs gewinnen. Carpenter et al. (2001) isolierten PSA-NCAM-positive Zellen über MACS 
(Magnetic-activated cell sorting) oder Immunopanning aus differenzierten hESC-Kulturen. 
Diese Anreicherung resultierte in einer Population von neuralen Vorläuferzellen, die zu 
86 ± 6 % eine PSA-NCAM-Immunoreaktivität aufwiesen. Eine Subpopulation der PSA-
NCAM-positiven Zellen exprimierte Neuronen-spezifische Antigene ("III-Tubulin oder 
MAP2). Schmandt et al. (2005) konnten eine Linienselektion mit PSA-NCAM-Antikörpern 
ebenfalls zur Anreicherung muriner ESC-abgeleiteter Neurone heranziehen. Die über 
Immunopanning gewonnenen neuronalen Populationen erzielten hierbei eine Reinheit von 
95,3 ± 0,9 %. Allerdings ist es unter Berücksichtigung des Expressionsspektrums von PSA-
NCAM verwunderlich, dass durch PSA-NCAM-Immunopanning eine hochaufgereinigte 
neuronale Population gewonnen werden konnte, denn PSA-NCAM wird nicht ausschließlich 
von neuronalen Zellen exprimiert (Husmann et al., 1989; Gerety et al., 1997; Müller-Röver et 
al., 1998). Im ZNS von Nagetieren ist PSA-NCAM sowohl auf neuronalen wie auch glialen 
Zelltypen und deren Vorläuferzellen zu finden (Seki et al., 1993; Minana et al., 1998). Eine 
PSA-NCAM-Expression konnte auch in der hier vorliegenden Arbeit in proliferierenden 
hESC-NSC-Populationen gefunden werden (vgl. 3.1, Abb. 3.2), weshalb eine neuronale, 
PSA-NCAM-basierte Linienselektion an humanen Zellen nicht sinnvoll war. Die oben 
beschriebenen effizienten Aufreinigungsstrategien mittels PSA-NCAM beruhten daher zum 
einen auf der Verwendung eines spezifischen neuralen Differenzierungsprotokolls und auf der 
Tatsache, dass die PSA-NCAM-Expression in der frühen Phase der ESC-Differenzierung fast 
ausschließlich auf neuronalen Zellen zu finden ist. Glaser et al., (2007) konnten zeigen, dass 
in späteren Stadien der in vitro Differenzierung die PSA-NCAM-Expression auch in 
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oligodendroglialen Vorläuferzellen zu finden ist. Ein Vergleich der hier vorgestellten PSA-
NCAM-basierten Linienselektionsstrategien, insbesondere mit der an hESC durchgeführten 
PSA-NCAM-basierten Isolation von Neuronen nach Carpenter et al. (2001), zeigt, dass die in 
dieser Arbeit beschriebene L1-basierte Linienselektion zu einer effektiveren Anreicherung 
(> 96 %) humaner neuronaler Zellen führte (Limbach et al., 2011, Manuskript in 
Vorbereitung). Zudem sind die selektionierten L1-positiven Neurone unreif genug, um 
weiterführende Zellkulturexperimente durchführen zu können. Eine L1-basierte 
Linienselektion mit murinen ESCs wurde von Jüngling et al. (2003) vorgestellt. Hierbei 
wurden L1-positive Zellen über Immunopanning aus differenzierten EBs angereichert. Die 
L1-selektierte Zellpopulation zeigte zu 93,4 ± 3,4 % eine Koexpression mit 
Neurofilament 200 und wies eine eindeutig neuronale Morphologie auf. Dies ist vergleichbar 
mit der in dieser Arbeit vorgestellten Methode der L1-basierten Linienselektion von hESC-
NSCs. Nach L1-basierter Selektion aus hESC-NSCs exprimierten Zelllinienabhängig bis zu 
96,2 ± 1,2 % der replattierten Zellen den frühen neuronalen Marker "III-Tubulin. Die 
genetische Linienselektion, bei der Konstrukte eingesetzt werden, die Gene für 
fluoreszierende Proteine oder Antibiotikaresistenzen tragen, ist eine weitere gebräuchliche 
Methode. Transgene murine ESCs wurden verwendet, um erfolgreich verschiedene Zelltypen 
wie Neurone und neuronale Subtypen zu isolieren (Wernig et al., 2002; Wichterle et al., 
2002; Thompson et al., 2006). Die von Schmandt et al. (2005) vorgestellte Fluoreszenz-
basierte Linienselektion von T!1-EGFP-positiven Zellen aus murinen ESCs führte zu einer 
beachtlichen Reinheit von 98,5 ± 0,5 %. Die T!1-EGFP-selektierten Zellen zeigten eine 
eindeutig neuronale Morphologie. Wernig et al. (2002) wählten für die neuronale 
Linienselektion murine Tau-EGFP Knock-in ESCs. Diese Zellen zeigten eine neuronal-
spezifische Expression des EGFP Proteins. Die Tau-EGFP Knock-in ESCs wurden zu 
multipotenten neuralen Vorläuferzellen angereichert und durch Wachstumsfaktorentzug zu 
postmitotischen Neuronen differenziert. Über FACS-Sortierung war eine Selektion dieser 
Neurone möglich und führte zu einer Reinheit von 93,7 ± 2,3 % "III-Tubulin-positiven 
Zellen. Verglichen mit der L1-basierten Selektion wurden durch die Wahl des Tau-EGFP-
Markers reifere Neurone isoliert, die für weiterführende Zellkulturexperimente eher 
ungeeignet waren. Li et al. (1998) setzten eine bifunktionale Selektionsstrategie ein, um 
neurale Vorläuferzellen zu isolieren. Durch homologe Rekombination integrierten sie das 
Marker/Reporter Gen "-geo ("-Galactosidase-Neomycin-Phosphotransferase) in den Sox2-
Lokus. Unreife, undifferenzierte Zellen des Neuroepithels des gesamten ZNS exprimieren 
vorwiegend Sox2 (Collignon et al., 1996; Uwanogho et al., 1995). Durch die Selektion mit 
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G418 konnten nach Retinsäure-induzierter Differenzierung der ESCs Sox2-exprimierende 
neurale Vorläuferzellen effizient isoliert werden (Li et al., 1998). Nach 
Wachstumsfaktorentzug zeigten 90 % der isolierten Zellen Neuronen-spezifische Antigene. 
Anders als bei der Linienselektion durch das Zelladhäsionsmolekül L1 wurden mit dieser 
Methode nicht gezielt Neurone, sondern neurale Vorläuferzellen isoliert, die anschließend zu 
einem gewissen Prozentsatz in Neurone differenzierten. Die Expression von EGFP unter der 
Kontrolle des humanen DCX-Promotors erlaubte eine Selektion von unreifen hESC-
abgeleiteten Neuronen mit einer Reinheit von 92,3 ± 2,5 % (Ladewig et al., 2008). Hierfür 
wurden hESC-abgeleitete neurale Stammzellen zunächst stabil mit einem DCX-EGFP-
Konstrukt transfiziert. Nach Wachstumsfaktorentzug zeigte sich eine exklusive Expression 
des EGFPs in Neuronen, die nach FACS-basierter Anreicherung in funktionell aktive 
Neurone differenzierten. Mit der L1-immuno-basierten Selektion konnten sehr ähnliche 
Resultate erzielt werden, wobei der Reinheitsgrad bei L1-selektionierten Zellen mit bis zu 
96,2 ± 1,2 % besser ausfiel. Ein wesentlicher Vorteil bei der genetischen Linienselektion ist, 
dass die Markierung mit einem fluoreszierenden Protein (z.B. EGFP) die Möglichkeit 
eröffnet, die Integration und elektrophysiologischen Eigenschaften von ESC-abgeleiteten 
Neuronen nach Transplantation zu untersuchen. Für diese Untersuchungen wurden im 
Rahmen dieser Arbeit hESC-NSCs mit einem EGFP- bzw. mRFP-Konstrukt transfiziert, um 
daraus angereicherte L1-positive Zellen in hippocampalen Schnittkulturen physiologisch zu 
untersuchen. Ein wesentlicher Nachteil bei der genetischen Modifikation von Zellen ist 
jedoch zum einen, dass es sich um eine sehr zeitaufwendige Methode handelt, und zum 
anderen wird das Konstrukt meist ungerichtet in das Genom der Zellen eingebaut. Bei der L1-
immuno-basierten Selektion wurden die Zellen hingegen nur für kurze Zeit mit einem 
Antikörper markiert (ausgenommen die Zellen, die für die elektrophysiologische 
Charakterisierung herangezogen wurden) und bergen daher kein Risiko in Bezug auf eine 
neoplastische Transformation. Dies ist besonders bedeutend, sollten die Zellen für 
weiterführende biomedizinische Anwendungen, wie z.B. Transplantationen, eingesetzt 
werden. Obwohl die immuno-basierte Selektion von Zellen einige Nachteile mit sich bringt, 
wie z.B. die Möglichkeit einer Unspezifität einzelner Antikörper oder eine mögliche 
heterotopische Expression des Zielepitops in unerwünschten Zelltypen (Real et al., 1985; 
Seldeslagh et al., 1997; Kobari et al., 2001), ist die Aufreinigung von Neuronen auf der Basis 
endogener, Neuronen-spezifischer Zelloberflächenmoleküle eine attraktive Alternative zu 
genetisch modifizierten hESC-NSCs. Die immuno-basierte Selektionstrategie ist auch deshalb 
attraktiv, weil sie auf einer Vielzahl verschiedener Zelllinien Anwendung finden kann. Im 
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Prinzip kann diese Strategie auf hiPCS Linien, die durch Transkriptor-basierte 
Reprogrammierung von somatischen Zellen gewonnen wurden (Yu et al. 2007, Park et al. 
2008, Ebert et al. 2009), angewendet werden und ermöglicht so Patienten- und Krankheits-
spezifische Zelltypen zu isolieren. 
Zusammengefasst stellt die in dieser Arbeit beschriebene L1-basierte Linienselektion im 
Vergleich zu anderen Methoden eine sehr effiziente Strategie dar, um Neurone aus 
differenzierenden hESC-NSC-Zellkulturen zu isolieren. Ein wesentlicher Vorteil dieser 
immuno-basierten Methode im Vergleich zu genetischen Linienselektionsstrategien ist, dass 
sie ohne genetische Modifikation der Zellen auskommt und bei einer Vielzahl von Zelllinien 
zur Isolierung bestimmter Zelltypen Anwendung finden kann. 
 
4.4 Direkte neurale Konvertierung von hESCs 
Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine erfolgreiche Anreicherung junger Neurone aus hESC-
NSC-Populationen basierend auf der Expression des Zelladhäsionsmoleküls L1 durchgeführt 
(vgl. 3.2.2). Diese effiziente Selektionsmethode sollte nun auch zur Gewinnung junger 
Neurone aus direkt, d.h. adhärent neural differenzierenden hESCs herangezogen werden. 
Dabei stellte sich heraus, dass hESC-Populationen eine Expression des 
Zelladhäsionsmoleküls L1 sowohl im proliferierenden Zustand als auch im differenzierten 
Zustand aufwiesen. 
 
4.4.1 Charakterisierung direkt neural konvertierter hESCs unter 
Berücksichtigung der Expression des Zelladhäsionsmoleküls L1 
Die meisten der neuralen Differenzierungsprotokolle für hESCs basieren auf der anfänglichen 
Bildung von EBs in Gegenwart von Serum/Serumersatz oder auf der Kokultur mit 
Stromazellen (Zhang et al., 2001; Carpenter et al., 2001, Perrier et al., 2004; Lee et al., 2007; 
vgl. auch 2.3.3.1). Inzwischen sind eine Reihe von Protokollen bekannt, bei der die neurale 
Induktion der hESCs direkt und adhärent in der Zellkulturschale erfolgt (Gerrard et al., 2005; 
Chambers et al., 2009). Diese direkte neurale Konvertierung der hESCs erfolgte dabei durch 
die gezielte Inhibierung des BMP/SMAD-Signalweges. Gerrard et al. (2005) konnten zeigen, 
dass die Zugabe des BMP-Antagonisten Noggin ausreichend ist, um das Wachstum von 
extraembryonalen Zellstrukturen zu blockieren und gleichzeitig die Bildung von neuralen 
Vorläuferzellen zu fördern. Die Selektion von neuralen Zellpopulationen wird dabei zum 
einen durch die Verwendung eines speziellen serumfreien Mediums und zum anderen durch 
die Zugabe von Noggin gefördert. Chambers et al. (2009) hingegen erzielten eine effiziente 
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neurale Konvertierung von hESCs und hiPSCs durch die Verwendung von Noggin und 
SB431542, wobei letzterer eine Inhibierung des Lefty/Activin/TGF"-Signalweges durch 
Blockierung der Phosphorylierung der ALK4-, ALK5- und ALK7-Rezeptoren bewirkt. 
Bei der gezielten Anreicherung neuronaler Zellen aus direkt differenzierenden hESCs in 
dieser Arbeit wurde außerdem der Notch-Signalweg berücksichtigt. Im sich entwickelnden 
Nervensystem hat Notch eine Schlüsselfunktion bei der Erhaltung des 
Selbsterneuerungspotentials von NSCs (Yoon et al., 2005; Louvi et al., 2006). Die Notch-
Signaltransduktion spielt eine Rolle bei der Kommunikation der Zellen untereinander und 
damit auch bei der Regulierung der Proliferation und der Differenzierung. Während der 
Embryonalentwicklung unterstützt die Notch-Signaltransduktion das Überleben und die 
Proliferation von neuralen Vorläuferzellen (Ohtsuka et al., 2001; Lowell et al., 2006). Die 
selektive Blockierung des Notch-Signalweges durch den Inhibitor DAPT nach neuraler 
Induktion (Noggin-Zugabe) sollte demzufolge eine Differenzierung der neuralen 
Vorläuferzellen in Neuronen bewirken. Borghese et al. (2010) konnten zeigen, dass 
Komponenten des Notch-Signalweges in sich selbsterneuernden hESC-NSC-Kulturen 
exprimiert und durch Zugabe von DAPT reguliert werden. Des Weiteren führte die durch 
DAPT hervorgerufene Notch-Inhibierung, in Kombination mit Wachstumsfaktorentzug zu 
einer verstärkten neuronalen Differenzierung der hESC-NSCs. In der hier vorliegenden Arbeit 
wurde nach der anfänglichen neuralen Induktion durch adhärente Differenzierung in 
Gegenwart von Noggin zusätzlich zu einem späteren Zeitpunkt der Differenzierung der 
Notch-Signalweg selektiv durch Zugabe des Inhibitors DAPT blockiert, um eine 
Anreicherung junger Neurone direkt aus hESCs zu erreichen. 
Bei der auf Protein- und mRNA-Ebene durchgeführten Analyse der direkt neural 
konvertierten Zellen zeigte sich, dass es in Gegenwart von Noggin sowie Noggin und DAPT 
zu einer signifikanten Verringerung der Expression von Pluripotenz-assoziierten Markern 
(Tra-1-60, Oct-4 und Nanog) und gleichzeitig zu einer verstärkten Expression von neuralen 
Markern (Nestin, PSA-NCAM, A2B5 und Pax6) kam (Abb. 3.26 und 3.28). Ebenso konnte 
eine Verringerung des extraembryonalen endodermalen Markers GATA6 beobachtete 
werden. Bei der Expression der Marker Sox2 und CD133 konnte im Vergleich zu den nicht-
differenzierten hESCs kein Unterschied festgestellt werden. Von Sox2 und CD133 ist 
bekannt, dass sie sowohl von pluripotenten hESCs als auch von neuralen Vorläufer-
/Stammzellen exprimiert werden (Graham et al., 2003; Sundberg et al., 2009; Pruszak et al., 
2007; Uchida et al., 2000). CD133 wurde zudem in einer Subpopulation von Zellen in 
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Gehirntumoren (Singh et al., 2003), auf Lymphozyten, Melanozyten und hämatopoetischen 
Zellen (Real et al., 1985; Kobari et al., 2001) nachgewiesen. 
Gerrard et al. (2005) und Chambers et al. (2009) konnten durch die Noggin-Behandlung von 
differenzierenden hESC-Kulturen eine verminderte Expression von Pluripotenz-assoziierten 
Markern (Oct-4 und Nanog), eine erhöhte Expression von neuroektodermalen Markern 
(Nestin, Sox1 und Pax6), und eine Verringerung der Expression von GATA6 sowie eine 
Expression von neuronalen Markern ("III-Tubulin und MAP2) erreichen. Ähnliches wurde 
auch in der hier vorliegenden Arbeit beobachtet. Hier sei jedoch erwähnt, dass der Fokus 
dieser Arbeit auf der Gewinnung von L1-positiven Neuronen aus direkt differenzierenden 
hESC-Populationen lag. Im Vergleich zu den beiden oben genannten Publikationen wurden 
daher weniger Marker untersucht. Eine vergleichende Analyse zur Effizienz der direkten 
Konvertierung von hESCs wurde im Zuge dieser Arbeit nicht durchgeführt. Ein signifikanter 
Unterschied der oben erwähnten Marker konnte, außer für A2B5, zwischen den in Gegenwart 
von Noggin sowie Noggin und DAPT differenzierten Zellen, nicht festgestellt werden. Der 
Marker A2B5 wurde von mit Noggin und DAPT behandelten hESCs deutlich geringer 
exprimiert im Vergleich zu Kulturen, die nur in Gegenwart von Noggin differenziert wurden. 
Das Epitop A2B5 wird nicht nur auf glialen, sondern auch auf neuronalen Vorläuferzellen 
exprimiert (Eisenbarth et al., 1979). 
Unerwartet war, dass die hier erhaltenen Daten der direkten neuralen Konvertierung von 
hESCs auf eine geringere Expression des Zelladhäsionsmoleküls L1 in sich differenzierenden 
hESC-Kulturen hinwiesen im Vergleich zu nicht-differenzierten hESCs (Abb. 3.26 und Ab. 
3.28). Durchflusszyometrisch zeigten 80,6 ± 5,5 % der untersuchten nicht-differenzierten 
hESCs (H9) eine L1-Expression, wohingegen nur 59,6 ± 20,8 % bzw. 37,6 ± 14,5 % der mit 
Noggin bzw. mit Noggin und DAPT differenzierten hESCs eine L1-Expression aufwiesen. 
Der überwiegende Teil der L1-positiven Zellen wies keine neuronale Morphologie auf (Abb. 
3.26 E und I; Abb. 3.27; Abb. 3.29 A). Eine Abnahme der L1- Expression im Zuge der 
Differenzierung konnte durch mRNA- und Western Blot-Analysen bestätigt werden (Abb. 
3.28 A und B). Eine L1-Proteinexpression bereits im proliferativen Zustand konnte in allen 
untersuchten hESC-Linien nachgewiesen werden (Abb. 3.29 B), wobei keine neuronale 
Morphologie der L1-positiven Zellen beobachtet werden konnte. Im Gegensatz dazu zeigten 
die ebenfalls in dieser Arbeit an hESC-abgeleiteten NSCs erhaltenen Daten (vgl. 3.2.2) sowie 
bisher veröffentlichte Studien eine exklusive Expression von L1 auf Neuronen (Rathjen et al., 
1984; Appel et al. 1993). Bisher sind noch keine Studien bzgl. der Expression des 
Zelladhäsionsmoleküls L1 in proliferierenden hESCs veröffentlicht. Im Proteinblot von 
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differenzierten und nicht-differenzierten hESCs waren zwei spezifische Banden für L1 
(200 kDa und 180 kDa) zu sehen (Abb. 3.28 B). Durch die regulierte Prozessierung der 
extrazellulären Domäne des L1-Moleküls können neben der membrangebundenen 200 kDa 
Form weitere L1-Formen entstehen (Richter-Landsberg et al., 1984; Montgomery et al., 
1996; vgl. 1.4.2, siehe Abb. 1.11). Des Weiteren wurden die hESCs für die Proteinisolierung 
mit Trypsin abgelöst, was ebenfalls eine Spaltung von L1 zur Folge haben kann (Sadoul et al., 
1988). Eine "III-Tubulin-Expression konnte sowohl in nicht-differenzierten als auch in beiden 
differenzierten hESC-Kulturen nachgewiesen werden (Abb. 3.28 B). Der Nachweis des 
neuronalen Markers "III-Tubulin in nicht-differenzierten hESCs weist darauf hin, dass die 
unter proliferierenden Bedingungen kultivierten hESCs bereits eine gewisse 
Spontandifferenzierung aufwiesen. Auf Proteinebene wird L1 in weitaus größeren Mengen 
von proliferierenden hESCs exprimiert als "III-Tubulin (Abb.3.28 B). Demnach kann die 
hohe L1-Expression in proliferierenden hESCs nicht ausschließlich auf die spontane 
Differenzierung in "III-Tubulin-positiven Neurone zurückgeführt werden. Ein deutlicher 
Unterschied in der "III-Tubulin-Expression zwischen den mit Noggin (diff. +Noggin/-DAPT) 
und mit Noggin und DAPT (diff. +Noggin/-DAPT) kultivierten hESCs konnte im Western 
Blot nicht festgestellt werden. Daher konnte eine DAPT-unterstütze Differenzierung in 
Neurone, wie es von Borghese et al. (2010) bei hESC-NSCs nachgewiesen wurde, nicht 
gezeigt werden. Auch war kein deutlicher Anstieg der Expression von "III-Tubulin unter 
proliferierenden Bedingungen und nach adhärenter Differenzierung festzustellen. Eine 
Koexpression von "III-Tubulin und L1 bei direkt neural konvertierten hESCs sowie eine 
neuronale Morphologie L1-positiver Zellen konnte mittels immunzytochemischer Färbungen 
nur für einen Teil der L1-positiven Zellen festgestellt werden (Abb. 3.27). 
Aufgrund der in dieser Arbeit gezeigten Daten, dass alle aus hESC-NSCs differenzierten L1-
positiven Zellen eine "III-Tubulin-Expression aufwiesen (vgl. 3.2.2.1) und der Befunde zur 
DAPT-induzierten neuronalen Differenzierung von hNSCs (Borghese et al., 2010), war 
zunächst erwartet worden, dass es im Zuge der direkten Differenzierung von hESCs in 
Gegenart von DAPT zu einer Anreicherung von Neuronen und damit zu einer verstärkten L1-
Expression kommen würde. Demzufolge wurde auch erwartet, dass mehr L1-positive Zellen 
in der mit Noggin und DAPT behandelten hESC-Population zu finden gewesen wären, als in 
den nur mit Noggin differenzierten hESC-Kulturen bzw. in den nicht-differenzierten hESC-
Populationen. Die hier vorgelegten Daten zeigen jedoch, dass hESCs in Gegenwart von 
Noggin und DAPT eine geringere Anzahl L1-positiver Zellen aufwiesen als nur mit Noggin 
differenzierte hESCs. Dies ist jedoch hinsichtlich der Befunde, dass bereits proliferierende, 
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nicht-differenzierte hESCs eine L1-Expression aufwiesen, schwierig zu bewerten. Die L1-
Expression scheint zunächst während der adhärenten, direkten neuronalen Differenzierung 
herunterreguliert zu werden. Zudem führte die gewählte Strategie zur direkten 
Differenzierung der hESCs zu einem sehr geringen Anteil neuronaler Zellen. Eine 
Aufreinigung von Neuronen aus direkt adhärent differenzierten hESCs basierend auf dem 
Zelladhäsionsmolekül L1, ist daher unter den gewählten Bedingungen nicht möglich. L1-
positive Zellen, die nach der 7-tägigen Differenzierung aus hESCs (Daten nicht gezeigt) 
mittels FACS isoliert wurden, ließen sich nicht erfolgreich replattieren. Um jedoch die L1-
Expression in hESCs und in sich differenzierenden hESCs näher zu charakterisieren, sind 
weiterführende Untersuchungen notwenig. 
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5. ZUSAMMENFASSUNG 
Im Rahmen dieser Dissertation konnten hESC-abgeleitete neurale Stammzellen (hESC-NSCs) 
gewonnen und bei Erhalt ihrer charakteristischen Marker-Expression stabil und über längere 
Zeiträume (> 100 Passagen) hinweg kultiviert werden. Die neurale Differenzierung der 
hESCs (Zelllinie H9.2) zu hESC-abgeleiteten NSCs erfolgte unter Verwendung eines EB-
basierten Differenzierungsprotokolls. Die proliferativen hESC-NSCs zeigten eine mittlere 
Verdopplungszeit von 34h. Der Karyotyp der Langzeit-kultivierten hESC-NSCs blieb stabil. 
Die hESC-NSCs exprimierten eine Reihe von Stammzell-assoziierten Markern, wie Nestin, 
Sox1, Sox2, Pax6, CD133 und BLBP. Das Expressionsprofil regionalspezifischer 
Transkriptions-faktoren wies auf eine anteriore und ventral gelegene Identität der in vitro 
generierten hESC-NSCs hin. Unter Wachstumsfaktorentzug differenzierten die hESC-NSCs 
in "III-Tubulin- und MAP2ab-positive Neurone. Die neural differenzierten Kulturen 
exprimierten die Subtyp-spezifischen Differenzierungsmarker für glutamaterge, exzitatorische 
(VGluT1) bzw. GABAerge, inhibitorische (GABA) Neurone. 
 
Im Rahmen dieser Dissertation sollte ein effektives Verfahren zur Gewinnung aufgereinigter 
hESC-abgeleiteter neuronaler Populationen entwickelt werden. Hierfür wurden zwei 
Strategien eingesetzt. Bei der Promotor-basierten Selektion, wurde die Expression von EGFP 
unter der Kontrolle des potenziell neuronalspezifischen T!1-Promotors verwendet, um die 
genetisch markierten Zellen zu isolieren. Die Immunoselektion basierte hingegen auf der 
endogenen Expression des humanen Zelladhäsionsproteins L1 auf der Oberfläche neuronaler 
Zellen. Die Isolierung und Aufreinigung erfolgte jeweils über eine Fluoreszenz-aktivierte 
Zell-Sortierung (FACS).  
Für die Promotor-basierte Selektion wurden hESC-NSCs transient mit dem T!1-EGFP 
Konstrukt transfiziert. Die ersten EGFP-positiven Zellen konnten einen Tag nach 
Wachstumsfaktorentzug-induzierter Differenzierung beobachtet werden. Die Anzahl der 
EGFP-positiven Zellen nahm entsprechend der Differenzierungsdauer zu, die maximale 
Expression von EGFP lag am Tag 4 nach Wachstumsfaktorentzug. Die transiente 
Transfektion von nicht-neuronalen Zelllinien mit dem T!1-EGFP-Konstrukt wies auf eine 
überwiegend neuronalspezifische Expression von T!1 hin. Doppelmarkierungen der T!1-
EGFP-transfizierten hESC-NSCs 5 Tage nach Wachstumsfaktorentzug zeigten eine im 
Vergleich zu T!1-EGFP-negativen Zellen erhöhte Koexpression der T!1-EGFP-positiven 
Zellen mit dem neuronalen Marker %III-Tubulin. Mit Hilfe der FACS-Sortierung gelang es, 
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EGFP-positive Zellen bis zu einer Reinheit von 85,8±2,3% anzureichern. Nach einer weiteren 
Differenzierungszeit von 3 bzw. 8 Tagen zeigte sich jedoch, dass die aus hESC-NSC-
Populationen angereicherten T!1-EGFP-positiven Zellen nur eine geringe Koexpression mit 
%III-Tubulin aufwiesen und noch überwiegend Nestin-positiv waren. Insgesamt wiesen die 
Daten auf eine nicht zufriedenstellende Anreicherung einer reinen, neuronalen Zellpopulation 
hin. 
Die immuno-basierte Aufreinigung von Neuronen erfolgte über die Expression des neuralen 
Zelladhäsionsmolekül L1. Es konnte gezeigt werden, dass die Kombination aus neuronaler 
Differenzierung und L1-basierter Linienselektion eine effiziente Aufreinigung hESC-NSC-
abgeleiteter Neurone ermöglichte. Zwei Tage nach Wachstumsfaktorentzug-induzierter 
Differenzierung der hESC-NSC konnten die ersten L1-positiven Zellen beobachtet werden. 
Doppelmarkierungen mit neuronalen Markern ("III-Tubulin und MAP2ab) 14 Tage nach 
Wachstumsfaktorentzug ergaben, dass die L1-positive Zellpopulation einen neuronalen 
Phänotyp aufwies und die Subtyp-spezifischen Differenzierungsmarker für glutamaterge, 
exzitatorische (VGluT1) bzw. GABAerge, inhibitorische (GABA) Neurone exprimierten. 
Unter Verwendung der FACS-Technik wurden hochaufgereinigte Populationen (Zelllinie 
H9.2: 96,2±1,2%; Zelllinie I3: 77,2±5,3%) von L1-positiven Neuronen aus 7 Tage 
vordifferenzierten hESC-NSC-Kulturen isoliert. Die isolierten Zellen ließen sich erfolgreich 
kryokonservieren, waren elektrophysiologisch erregbar und bildeten exzitatorische, 
glutamaterge und inhibitorische, GABAerge Synapsen. Das im Rahmen dieser Arbeit 
etablierte Krykonservierungsprotokoll ermöglichte eine durchschnittliche Post-Auftau-
Überlebensrate der L1-immunoisolierten Neuronen von 80 %. Durch Verwendung des 
ROCK-Inhibitors konnte eine signifikante Verbesserung gegenüber bereits publizierten 
Protokollen erreicht werden. Die Markierung der hESC-NSC durch Lentivirale Transduktion 
fluoreszierender Reportergene (EGFP bzw. mRFP) ermöglichte zudem die Untersuchung von 
Integration, Migration und synaptischer Plastizität L1-immunoselektionierter Neurone nach 
Transplantation. 
Des Weiteren wurden im Rahmen dieser Arbeit die Möglichkeit untersucht, ob Neurone auch 
direkt aus adhärent neural differenzierten hESCs gewonnen und über das 
Zelladhäsionsmolekül L1 aufgereinigt werden können. Die hESC-Kulturen (Zelllinie H9) 
wurden dafür direkt und adhärent in Gegenwart von Noggin (BMP-Inhibitor) bzw. Noggin 
und DAPT (Notch-Inhibitor) neural differenziert (sog. direkte neurale Konvertierung). 
Zusammenfassend konnte festgestellt werden, dass die über Noggin bzw. Noggin und DAPT 
differenzierten hESCs eine Abnahme in der Expression Pluripotenz-assoziierter Marker (Tra-
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1-60, OCT-4 und Nanog), eine erhöhte Expression des hESC-Differenzierungs-assoziierten 
Markers SSEA-1 sowie eine erhöhte Expression neuraler Marker (Nestin, CD133, PSA-
NCAM und A2B5) im Vergleich zu proliferierenden, undifferenzierten hESCs aufwiesen. 
Allerdings zeigten die unter proliferierenden Bedingungen kultivierten hESC-Kulturen eine 
stärkere Expression des Zelladhäsionsmoleküls L1 auf Protein- und Transkriptionsebene 
verglichen mit den adhärent neural differenzierten Kulturen. Die Aufreinigung von Neuronen 
aus direkt adhärent differenzierten hESCs basierend auf dem Zelladhäsionsmolekül L1 
erschien daher keine geeignete Methode zu sein. 
 
Insgesamt demonstriert die vorliegende Arbeit, dass es möglich ist, hESC-abgeleitete 
Neurone über die endogene Expression des Zelladhäsionsmoleküls L1 bei Erhalt ihrer 
charakteristischen Eigenschaften mittels der FACS-Technik effektiv anzureichern. Ein 
wesentlicher Vorteil der L1-immuno-basierten Selektion besteht darin, dass hier keine 
genetische Modifikation der Zellen vorgenommen wurde. Dadurch sind die L1-
immunoisolierten Neurone vor allem auch für biomedizinische Anwendungen, wie 
Transplantationen oder pharmakologische und toxikologische Untersuchungen von 
besonderem Interesse.  
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